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1. Metallkomplexe in der Tumortherapie 
Antitumorwirkstoffe, sog. Zytostatika hemmen die Zellteilung und den Zellstoffwech-
sel und führen somit zum Absterben der Zelle. Die Angriffsorte der Zytostatika sind 
dabei vielfältig (siehe Abb. 1-1). Alkylantien, Antimetabolite und Topoisomera-
sehemmer greifen in den DNA-Stoffwechsel ein. Für die Aromatasehemmer, Kina-
sehe  er und 5α-Reduktasehemmer sind verschiedene Enzyme der Zelle das 
Zielmolekül, das sog. Target. Hormonrezeptorantagonisten hemmen Biomoleküle, 
die eine Rezeptorfunktion ausüben. Einen anderen Wirkmechanismus haben die Mi-
tosehemmer, die die Teilung der Zelle unterbinden.  
 
Abb. 1-1: Angriffspunkte von Zytostatika und Auswahl an Wirkstoffen 
Chemisch handelt es sich bei den meisten Wirkstoffklassen, die zur Krebstherapie 
eingesetzten werden, um organische, nicht metallhaltige Substanzen (siehe Abb. 
1-1). Eine Ausnahme bildet die Arzneistoffklasse der Platinkomplexe. Die Leitstruktur 
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der Platinkomplexe, das Cisplatin (siehe Abb. 1-2), wurde in den 1960er Jahren von 
Rosenberg et al. für den Einsatz als Zytostatikum entdeckt und wird seitdem weltweit 
in der Antitumortherapie eingesetzt [1, 2]. Der Einsatz von anorganischen, metallhal-
tigen Wirkstoffen in der modernen Medizin für die Behandlung von Krankheiten war 
zu dieser Zeit ein Novum. Berichte über die therapeutische Verwendung von Metal-
len gab es bei einem Blick in die Geschichte schon lange vor Christus (siehe 1.2). 
Auch fast 50 Jahre nach ihrer Entwicklung gehören die Platinkomplexe heutzutage 
zu den am meisten eingesetzten Antitumorwirkstoffen. Dennoch können nur be-
stimmte Tumorarten mit diesen Wirkstoffen behandelt werden und die Patienten lei-
den unter den starken Nebenwirkungen der Chemotherapie. Als unerwünschte Arz-
neimittelwirkungen sind insbesondere das starke Erbrechen, die Hör-und Nieren-
schäden sowie die Schäden am blutbildenden System zu nennen. In der frühen Ver-
gangenheit kam es zudem vermehrt zum Auftreten von Resistenzen unter der The-
rapie mit Platinkomplexen. [3–7] Diese Nachteile der Platinkomplexe haben Forscher 
dazu veranlasst, auch Metallkomplexe mit anderen Metallen als Zentralatom zu ent-
wickeln und diese auf ihre antiproliferativen Eigenschaften zu untersuchen. Bis heute 
haben es trotz starker Bemühungen nur wenige Metallkomplexe ohne Platin als Zent-
ralatom zu einer Marktzulassung geschafft. Aktuell befinden sich jedoch zwei vielver-
sprechende Ruthenium-basierte Komplexe in der klinischen Prüfung (NAMI-A und 
KP-1339, siehe Abb. 1-2). 
 
Abb. 1-2: Metallkomplexe in der Tumortherapie oder klinischen Prüfung 
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1.1 Krebsentstehung und -inzidenz 
Nach Herz-Kreislauferkankungen sind Krebserkankungen die zweithäufigste Todes-
ursache in Deutschland, an den jährlich circa 220.000 Menschen sterben und etwa 
500.000 Menschen neu erkranken [8]. Die Lokalisation der Neuerkankungen unter-
liegt einer geschlechterspezifischen Verteilung (siehe Abb. 1-3). Für Männer ist Pros-
tatakrebs die häufigste Krebsform, für Frauen der Brustkrebs. An zweiter Stelle steht 
bei Mann und Frau der Darmkrebs, gefolgt vom Lungenkrebs an dritter Stelle. Da die 
Menschen immer älter werden und die Häufigkeit der Krebserkankungen mit dem 
Alter zunimmt, ist in den nächsten Jahren von einer Steigerung der Krebsneuerkan-
kungen auszugehen, wie auch aus dem aktuellen Welt-Krebs-Bericht 2014 der Welt-
gesundheitsorganisation hervorgeht [9].  
 
Abb. 1-3: Prozentualer Anteil ausgewählter Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankun-
gen in Deutschland im Jahr 2006 [Wikipedia Commons, file: „Krebsneuerkrankun-
gen_2006_01.svg“] 
Krebserkankungen entstehen, wenn sich gesunde Zellen durch genetische Verände-
rungen, z.B. durch Strahlen oder chemische Substanzen, in Tumorzellen umwan-
deln. Die Umwandlung kann auch rein zufällig geschehen und führt erst bei einer 
Kombination von mehreren genetischen Veränderungen und der Fehlfunktion des 
Reparatursystems der Zelle zu einer unkontrollierten Zellteilung. Die unkontrollierte 
Zellteilung lässt Tumore entstehen, die sich auf umliegendes Gewebe ausbreiten und 
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dieses verdrängen oder zerstören. Die Ausbreitung auf andere Organe erfolgt über 
den Blutkreislauf, wenn der Tumor durch Bildung neuer Blutgefäße (Angiogenese) an 
dieses angeschlossen wird. Tochtertumore in anderen Organen werden als Metasta-
sen bezeichnet. Eine Heilung in diesem Stadium ist meist nicht mehr möglich. Es gilt 
daher: je früher ein Tumor entdeckt wird, desto größer sind die Heilungschancen.  
Dank umfangreichen Krebsvorsorgeuntersuchungen ist es heute möglich, die Tumo-
rentstehung schon sehr früh zu entdecken und die Krebserkankung schon in frühem 
Stadium zu behandeln. Betrachtet man einmal die oben genannten Zahlen der 
Krebsmortalität und Krebsneuerkankung genauer, so lässt sich heutzutage eine 
Überlebensrate von circa 55 % berechnen.  Vor 1980 starben dagegen noch rund 70 
% aller Krebspatienten. Neben der verbesserten Früherkennung haben sich seitdem 
auch die medikamentösen Behandlungsmöglichkeiten enorm verbessert. Trotzdem 
besteht nach wie vor ein hoher Bedarf nach alternativen Arzneistoffen, um die The-
rapie für die Patienten erträglicher zu machen, die Mortalität weiter zu senken und 
den erwarteten Anstieg der Krebsneuerkankungen abzufangen. 
1.2 Von Antiinfektiva zu Antitumorwirkstoffen: Geschichte 
der medizinischen Verwendung von Metallen 
Schon viele Tausend Jahre vor Christus verwendeten die Ägypter Kupfer, um Was-
ser zu sterilisieren und die Chinesen Gold zur Behandlung von Krankheiten. In der 
Renaissance wurde Quecksilber als Diuretikum eingesetzt, was sich noch bis 1950 
fortsetzte. Auch der Arzt und Alchemist Paracelsus war von der Verwendung von 
Metallen zur Therapie von verschiedenen Leiden überzeugt [10]. Zum breiteren Ein-
satz eines Metallkomplex kam es das erste Mal zu Beginn des 20. Jahrhunderts als 
Salvarsan®, eine Arsenverbindung, aufgrund der von Ehrlich entdeckten antimikro-
biellen Eigenschaften zur Behandlung der Syphilis verwendet wurde [11]. Zu Ehren 
Ehrlichs und zur Verdeutlichung der Relevanz dieser Entdeckung zu der damaligen 
Zeit wurden ein Bild von Paul Ehrlich sowie die damals angenommene Struktur des 
Salvarsan® auf den 200 DM-Schein gedruckt (siehe Abb. 1-4).  Der Ruhm von Sal-
varsan®  dauerte, bis ein paar Jahre später das Penicillin von Fleming et al. für die 
Behandlung von Infektionen entdeckt wurde, an [12]. Neben der Arsenverbindung 
wurden etwa zur selben Zeit Goldcyanid zur Tuberkulosetherapie und eine Antimon-
verbindung gegen Leishmaniose eingesetzt. Im Jahre 1929 wurde erstmals eine 
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Goldverbindung zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis eingesetzt. Dieses The-
rapiekonzept wird noch heute angewandt. Bis in die Mitte des 20. Jahrhunderts be-
schränkte sich der Einsatz von Metallen und Metallverbindungen auf die Behandlung 
von Infektionskrankheiten.  
 
Abb. 1-4: Zeitleiste zur medizinischen Verwendung von Metallen 
Die moderne Ära der Therapie von Krebserkrankungen wurde in den 1940er Jahren 
mit der klinischen Prüfung eines N-Lost-Derivats, eine Abwandlung der aus dem ers-
ten Weltkrieg bekannten Senfgasen, eingeleitet. Die N-Loste sind die ersten zur 
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Krebstherapie eingesetzten Zytostatika. Sie werden noch heute, meistens in Kombi-
nation mit anderen Zytostatika, verwendet. In den 1950er und 1960er Jahren wurden 
die antiproliferativen Eigenschaften anderer organischer Verbindungen wie Alkylan-
tien, Antimetabolite und Vinkaalkaloide entdeckt. Doch erst die zufällige Entdeckung 
der anorganischen Verbindung Cisplatin als wirksames Zytostatikum im Jahre 1969 
[1, 2]  zeigte, dass auch anorganische, metallbasierte Substanzen eine antiprolifera-
tive Wirksamkeit besitzen können und als Antitumorwirkstoffe in Betracht kommen. 
Dieses Wissen führte dazu, dass das Forschungsgebiet der metallbasierten Wirkstof-
fe expandierte und andere Metallkomplexe auf ihre Antitumoreigenschaften unter-
sucht wurden. Dabei wurde schnell klar, dass in den Metallkomplexen ein hohes Po-
tential für den Einsatz als Antitumorwirkstoffe steckt.  
1.3 Beispiele neuer Strategien für metallbasierte 
Antitumorwirkstoffe 
Metallbasierte Wirkstoffe besitzen im Vergleich zu den gewöhnlichen organischen 
Arzneistoffen aufgrund der verschiedenen möglichen Koordinationszahlen und  Ge-
ometrien, der unterschiedlichen Redoxzuständen, sowie der strukturellen Vielfalt 
durch Ligandensubstitution ein hohes Potential für die Entwicklung neuartiger Arz-
neistoffe. Dieses Potential versuchen Forscher seit der Entdeckung des Cisplatins 
vor über 40 Jahren durch Erweiterung der Forschung auf andere Metallatome und 
andere Ligandentypen auszuschöpfen. Das Ziel ist es, neue Arzneistoffe mit anderen 
Wirkmechanismen zu entwickeln, die nicht die Nachteile der bisherigen Antitumorthe-
rapie besitzen und die Cisplatin-Resistenzen zu überwinden. 
1.3.1 Antitumoraktive Titan(IV)-Komplexe 
Neben den Rutheniumkomplexen, die nach den Platinkomplexen die meist unter-
suchten Komplexe in der medizinischen Chemie sind [13–15], erzielten zwei Titan-
komplexe vielversprechende präklinische Ergebnisse und erreichten als erste Metall-
komplexe nach der Platin-Ära in den 1990er Jahren die klinische Prüfphase. Die 
Chemie des Titan(IV)-Ions unterscheidet sich von der Platinchemie. Als Beispiel sei 
hier erwähnt, dass Platin bevorzugt an den Stickstoff der DNA-Basen bindet, wohin-
gegen Titan eine höhere Affinität zum Phosphatrückgrat aufweist [16]. Diese unter-
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schiedlichen Eigenschaften lassen andere biologische Eigenschaften sowie andere 
Targets vermuten.  
Bei den bereits klinisch geprüften Titankomplexen handelt es sich um das von Kepp-
ler et al. entwickelte Budotitan und das erstmals von Köpf et al. auf antiproliferative 
Eigenschaften getestete Titanocendichlorid (siehe Abb. 1-5) [17, 18].  
 
Abb. 1-5: Titankomplexe in der klinischen Prüfung und Forschung 
Budotitan 
Der Titankomplex Budotitan ist ein Benzyl-substituiertes Titanocenderivat und der 
erste Nicht-Platinkomplex, der in klinischer Prüfung getestet wurde. Er zeigte in vivo 
eine Aktivität gegen eine breite Vielfalt von Tumoren [18–20]. Die höchste Aktivität 
wurde gegen Darmkrebs berichtet. In der klinischen Prüfung zeigten sich Löslich-
keitsprobleme des Budotitan, so dass der Komplex nur in einer speziellen Formulie-
rung, einer Mischung aus Glycerin, Glykol und Wasser, verwendet werden konnte, 
um den Komplex vor vorzeitiger Hydrolyse zu schützen [18, 20]. Die schnelle Hydro-
lyse zu einem wasserunlöslichen Produkt (t1/2 = 20 s) ist der größte Nachteil dieses 
Titankomplexes, der in letzter Konsequenz zum Abbruch der klinischen Prüfphase 
geführt hat. Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Budotitan wurden nicht 
durchgeführt. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass Budotitan mit Biomolekülen 
über kovalente Bindungen interagiert oder in die DNA über den aromatischen Ring 
interkaliert [21]. 
Titanocendichlorid 
Der Titankomplex Titanocendichlorid ähnelt in seiner Struktur dem Cisplatin, da es 
ebenfalls zwei Chlorido-Liganden besitzt. Charakteristisch sind außerdem die Cyclo-
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pentadienyl-Liganden, die diesen Komplex zu einem Sandwichkomplex machen. 
Sandwichkomplexe sind metallorganische Verbindungen, die zwei parallele, planare, 
zyklische organische Liganden tragen. Bei Komplexen mit zwei Cyclopentadienyl-
Liganden spricht man im Speziellen von Metallocenen. Der bekannteste Vertreter der 
Metallocene ist das Ferrocen, welches im Jahre 1951 als erstes Metallocen zufällig 
entdeckt wurde [22]. Den ersten Bericht über die antiproliferativen Eigenschaften des 
Titanocendichlorids gab es im Jahre 1979 von Köpf et al. [17]. Titanocendichlorid war 
in vivo aktiv gegen verschiedene Tumorarten, u.a. Lungen-, Darm- und Brustkrebs, 
und zeigte in vitro eine Wirksamkeit in Cisplatin-resistenten Zelllinien [23, 24]. Im 
Gegensatz zu Cisplatin kam es unter der Therapie nicht zu Nieren- oder Blutbild-
schäden [23, 25]. In der klinischen Prüfphase II erfolgte wegen des schlechten Ver-
hältnisses von Effektivität und Toxizität für Titanocendichlorid der Studienabbruch 
[26–28]. Die Ursache für die verminderte Effektivität war ähnlich des Budotitans die 
geringe hydrolytische Stabilität. Titanocendichlorid bildete, wie aufgrund der elektro-
nenarmen und sauerstoffliebenden Natur des Titan(IV)-Ions erwartet, in Wasser 
schnell wasserunlösliche Aggregate, z.B. Titandioxid, aus. Eine detaillierte Untersu-
chung zum Hydrolyseverhalten des Komplexes wurde von Toney et al. publiziert [29]. 
Die Hydrolyse der beiden Chlorido-Liganden erfolgte nach circa 50 Minuten. Die 
Hydrolyse der Cyclopentadienyl-Liganden war mit circa 54 Stunden langsamer. 
Trotz der vielversprechenden präklinischen Studien und der großen Erwartungen 
konnten die beiden Titankomplexe Budotitan und Titanocendichlorid in der klinischen 
Prüfphase nicht überzeugen. Die aktuelle Forschung der medizinischen Chemie von 
Titankomplexen beschäftigt sich mit der Synthese von stabileren und besser wasser-
löslichen Komplexen. Im Wesentlichen werden dafür mehrzähnige Liganden, sog. 
Chelatoren, verwendet. In Abb. 1-5 sind neben den beiden bereits klinischen geprüf-
ten Titankomplexen zwei neuartige Titan(IV)-Komplexe dargestellt: das Titanocen Y 
und ein Vertreter der Substanzklasse der Titan-Salan-Komplexe. 
Titanocen Y 
Bei Titanocen Y handelt es sich ebenfalls um einen Sandwichkomplex, der sich von 
Titanocendichlorid nur durch einen zusätzlichen p-Methoxybenzyl-Ligand am Cyclo-
pentadienyl-Ringsystem unterscheidet. Diese Modifizierung sorgt für eine bessere 
Wasserlöslichkeit und hydrolytische Stabilität des Titanocen Y im Vergleich zum Ti-
tanocendichlorid. Der Komplex wurde von Tacke et al. im Jahre 2005 erstmals syn-
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thetisiert und zeigte eine wesentlich stärkere in vitro- und in vivo-Aktivität als Ti-
tanocendichlorid und ein besseres Nebenwirkungsprofil als Cisplatin [30–36]. 
 
Titan-Salan-Komplexe 
Beim Titan-Salan-Komplex in Abb. 1-5  handelt es sich um einen Vertreter einer 
neuen Familie von Titan(IV)-Komplexen mit einem Diaminobisphenolato(„Salan“)-
Ligand, die von Tshuva et al. entwickelt wurden [37]. Diese Komplexfamilie ist auf-
grund von zwei Eigenschaften sehr interessant: 
1. Sie besitzen eine höhere in vitro-Toxizität als Titanocendichlorid und Cisplatin 
und sie ist abhängig von den Ligandeigenschaften. 
2. Die aktiven Komplexe besitzen eine hohe hydrolytische Stabilität mit Halb-
wertszeiten über mehrere Stunden bis Tage. 
Neben den chemischen und antiproliferativen Eigenschaften der neuen Titan(IV)-
Komplexe ist bisher nur wenig über ihre biologischen Eigenschaften und den Wirk-
mechanismus bekannt.  
1.3.2 Organometallische Platin(II)-Komplexe als Antitumorwirkstoffe 
Platinkomplexe sind das Mittel der Wahl in der Chemotherapie. Cisplatin und die Pla-
tinkomplexe der 2. Generation Carboplatin und Oxaliplatin, die entwickelt wurden um 
die bekannten Nebenwirkungen des Cisplatins [38, 39] zu reduzieren, werden welt-
weit eingesetzt. Neben den genannten Platinkomplexen wurden noch zahlreiche an-
dere Platinverbindungen synthetisiert und auf ihre Antitumoreigenschaften getestet 
[40]. Obwohl die präklinischen Ergebnisse häufig vielversprechend waren, wurden 
jedoch die klinischen Prüfungen stets aufgrund von hoher Toxizität und/oder geringer 
Wasserlöslichkeit abgebrochen.  
Der Wirkmechanismus der drei zur Therapie eingesetzten Platinkomplexe beruht auf 
einer kovalten Interaktion mit der DNA im Zellkern, die letztendlich die Tumorzellen in 
den programmierten Zelltod (Apoptose) führt. Um ihre Wirkung zu entfalten, werden 
die Komplexe in der Zelle durch Wasserkomplexierung aktiviert. Die Nachteile der 
genannten Platinverbindungen sind ihre starken Nebenwirkungen wie Nieren- und 
Ohrentoxizität [38, 39]. Außerdem ist das Auftreten von Resistenzen ein Problem 
[41]. Auch wenn schon zahlreiche Platinkomplexe mit den unterschiedlichsten Ligan-
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den synthetisiert wurden, beherbergt die Organometallchemie noch einen großen 
Pool an potentiellen Liganden. Organometall-Komplexe besitzen den Vorteil, dass 
die Metall-Kohlenstoff-Bindung unter physiologischen Bedingungen stabil ist und 
dass die organischen Liganden leicht variiert werden können. Organische Platin(II)-
Komplexe mit 1,5-Cyclooctadien(cod)-Liganden, die seit Jahrzehnten in der Katalyse 
bekannt sind [42],  können mit verschiedenen elektronenreichen, organischen Kolig-
anden koordinieren [43–46]. Hydrophobe Liganden, wie z.B. 1,5-Cyclooctadien, die 
den Komplex schlechter wasserlöslich machen, müssen jedoch nicht zwangsläufig 
zu einer verminderten antiproliferativen Aktivität führen, wie Mock et al. in ihren Un-
tersuchungen an Platin(II)-Komplexen feststellte [47]. Auch Komiya et al. konnten 
eine hohe Zytotoxiziät von organometallischen cod-Platin-Komplexen zeigen [48]. 
Die anorganische Vorstufe dieser Komplexe [Pt(cod)(Cl)2] war dagegen nicht zytoto-
xisch in Tumorzelllinien, wie Butsch et al. und Cullinane et al. berichteten [46, 49]. 
Klein et al. synthetisierte kürzlich eine neue Substanzklasse der cod-Platin-Komplexe 
mit Alkin-Koliganden, die in ersten Experimenten ebenfalls vielversprechende Anti-
tumoreigenschaften zeigten (siehe Abb. 1-6) [44].  
 
Abb. 1-6 Platinkomplexe mit 1,5-Cyclooctadien(cod)-Liganden 
Platin(II)-Komplexe sind isoelektronisch und isostrukturell zu Gold(III)-Komplexen. 
Aus der Literatur sind einige organometallische Gold(III)-Komplexe mit einer Wirk-
samkeit gegen Cisplatin-resistente Zelllinien bekannt, was auf ein anderes Target als 




Die neuen Titan(IV)-Komplexe mit Cyclopentadienyl- und Salan-Liganden sowie die 
neuen Platin(II)-Komplexe mit Alkinyl-Liganden besitzen aufgrund ihrer andersartigen 
chemischen Struktur, im Vergleich zu bekannten Titan(IV)- und Platin(II)-Komplexen, 
und ihren zytotoxischen Eigenschaften ein hohes Potential für den Einsatz als Anti-
tumorwirkstoffe. Der Wirkmechanismus dieser Komplexe sowie weitere biologische 
Eigenschaften sind bisher unbekannt. Für die Weiterentwicklung dieser Komplexe 
sowie den möglichen Einsatz als Zytostatikum ist das Wissen über die biochemi-
schen Eigenschaften sowie der Bioverteilung dieser neuen Substanzklassen unbe-
dingt notwendig. Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit Experimente zur Aufklärung 
des unbekannten Wirkmechanismus durchgeführt werden. Die Arbeit ist dazu in zwei 
Projekte gegliedert. 
Projekt A: Biochemische Untersuchungen zum Wirkmechanismus von neuarti-
gen Titan(IV)-Komplexen 
Für die präklinischen Untersuchungen der neuartigen Titan(IV)-Komplexe wurden 
zwei repräsentative Vertreter mit Cyclopentadienyl- und Salan-Liganden ausgewählt, 
die mit Titanocendichlorid als Referenz hinsichtlich ihrer biochemischen Eigenschaf-
ten charakterisiert werden sollen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die neuartigen 
Titankomplexe zytotoxisch auf verschiedene Tumorzelllinien wirken. Mit weiterfüh-
renden toxikologischen Untersuchungen soll die Antitumoraktivität anhand von IC50-
Werten beschrieben werden. Außerdem sollen innerhalb der Substanzklasse der Ti-
tan-Salan-Komplexe Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufgedeckt werden. Durch das 
Einbeziehen von gesunden Zelllinien soll außerdem die selektive Wirkung der Titan-
komplexe auf Tumorzellen charakterisiert werden. Einen ersten Hinweis auf die un-
spezifische Toxizität der Komplexe auf den Gesamtorganismus geben in vivo-
Untersuchung in Zebrafischembryos. Bindungsstudien mit DNA und Albumin sollen 
die Bindungseigenschaften der Titankomplexe genauer beschreiben und klären, ob 
die DNA als mögliches Target in Betracht kommt. Für die weitere Aufklärung mögli-
cher Targets bedarf es der Kenntnis über die Bioverteilung der Titankomplexe. Hier 
sind insbesondere Zellaufnahmestudien relevant, die zeigen sollen, ob ein intrazellu-
läres Target wahrscheinlich ist und ob die Antitumoraktivitäten der Titankomplexe 
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von unterschiedlichen intrazellulären Titankonzentrationen bestimmt werden. Auch 
der Einfluss der Bindungsaffinität zum Albumin und dessen Relevanz auf das 
Zellaufnahmeverhalten der Titankomplexe sollen genauer beleuchtet werden. Für die 
Untersuchung der intrazellulären Bioverteilung sollen aus den Tumorzellen einzelne 
Zellorganellen (Zellkerne und Mitochondrien) isoliert und auf ihren Titangehalt unter-
sucht werden, um die Lokalisation der Komplexe in der Zelle genauer zu beschrei-
ben. Die Ergebnisse der Zellaufnahme und intrazellulären Verteilung sollen in Zu-
sammenhang mit den Bindungseigenschaften der Titankomplexe gebracht und im 
Hinblick auf einen möglichen DNA-basierten Wirkmechanismus diskutiert werden. 
Für die quantitative Bestimmung der geringen Titankonzentrationen in biologischem 
Material soll zuvor eine auf der Atomabsorptionsspektrometrie basierende Methode 
entwickelt werden.  
Projekt B: Synthese und biologische Eigenschaften von Platin(II)-Alkinyl-
Komplexen 
Ausgewählte Platin(II)-Alkinyl-Komplexe (Wirkstoffdesign, siehe Abb. 2-1) sollen syn-
thetisiert und charakterisiert werden. Die synthetisierten Platinkomplexe sollen zu-
sammen mit bereits hergestellten Platin-Alkinyl-Komplexen auf ihre Antitumoraktivität 
untersucht werden. Außerdem soll überprüft werden, ob das Ausmaß der Antitumo-
raktivität abhängig von der Struktur des Alkinyl-Liganden ist.  
 
Abb. 2-1: Wirkstoffdesign der Platin(II)-Alkinyl-Komplexe (links: Dialkinyl-Komplexe, rechts: 
Alkyl/Alkinyl-Komplexe) 
Mögliche Struktur-Wirkungs-Beziehungen sollen über die erhaltenen IC50-Werte be-
schrieben werden. Für Platinkomplexe wird die DNA als Target angenommen. In 
zwei verschiedenen Bindungsexperimenten soll untersucht werden, ob für die Platin-
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Alkinyl-Komplexe ebenfalls ein die DNA betreffender Wirkmechanismus in Betracht 
kommt. Für die weitere biochemische Charakterisierung dieser neuen Substanzklas-
se sollen toxikologische in vivo-Experimente sowie Zellaufnahmeuntersuchungen in 
Tumorzellen durchgeführt werden. Kürzlich wurde von der Thioredoxinreduktase, 
einem Enzym des antioxidativen Netzwerkes der Zelle als mögliches Target für 
Gold(I)-Alkinyl-Komplexe, die den cod-Platin-Alkinyl-Komplexen strukturell ähnlich 
sind, berichtet [50–55]. Es soll überprüft werden, ob Platin-Alkinyl-Komplexe eben-
falls Enzyme des antioxidativen Netzwerks hemmen können. Möglicherweise steckt 
in der neuen Substanzfamilie der Platin-Alkinyl-Komplexe ein hohes Potential als An-
titumorwirkstoffe mit einem für Platinkomplexe andersartigen Wirkmechanismus, der 









3. Weg des Arzneistoffs im Organismus 
Um nach der oralen Einnahme in das Blut und an den Wirkort zu gelangen, müssen 
Arzneistoffe biologische Membranen passieren. Auch Arzneistoffe, die direkt in das 
Blut injiziert werden, müssen in der Lage sein Membranen zu überwinden, sofern 
sich ihr Zielmolekül innerhalb der Zelle befindet. Bekannte Antitumorwirkstoffe inter-
agieren mit intrazellulären Targets wie DNA, Enzymen oder nukleären Rezeptoren 
und müssen folglich Zellmembranen passieren, um an ihr Target zu binden bzw. mit 
diesem zu interagieren. Die Überwindung zellulärer Barrieren auf dem Weg des Arz-
neistoffs durch den Organismus geschieht häufig durch passiven Transport. Dane-
ben besitzen der aktive Transport unter Energieverbrauch und der Carrier-vermittelte 
Transport eine hohe praktische Relevanz für den Arzneistofftransport.  
Die Molekülstruktur eines Arzneistoffs bestimmt neben der pharmakologischen Wirk-
samkeit und Targetspezifität seine chemisch-physikalischen Eigenschaften und da-
mit die Membrangängigkeit des Arzneistoffs, welche in letzter Konsequenz für die 
Aufnahme und Verteilung des Arzneistoffs im Organismus entscheidend ist. Hoch-
molekulare Stoffe, wie Proteine, können Zellmembranen nicht passieren. Bei nie-
dermolekularen Stoffen hängt die Membrangängigkeit im Wesentlichen von der Pola-
rität ab. Sehr polare Arzneistoffe können biologische Membranen nur schwer über-
winden und werden daher kaum von der Zelle aufgenommen. Besitzen polare Arz-
neistoffe jedoch eine Affinität zu sog. Poren oder Transportproteinen, so ist ein Car-
rier-vermittelter Transport durch die Zellmembran möglich. Neben den intrazellulären 
Targets sind auch extrazelluläre Targets, z.B. Rezeptoren an der Zelloberfläche be-
kannt, so dass auch nicht membrangängige Arzneistoffe eine pharmakologische Wir-
kung besitzen können. Ob ein Arzneistoff biologische Membranen passieren kann 
oder nicht, ergibt sich aus dem Aufbau von Biomembranen (siehe 3.1), der seit den 
Arbeiten von Singer und Nicolsen im Jahre 1972 als Flüssig-Mosaik-Modell be-
schrieben wird [56]. Ein Parameter, der das Abschätzen der Membrangängigkeit ei-
nes Wirkstoffs ermöglicht, ist der Diffusionskoeffizient. Je höher der Diffusionskoeffi-
zient ist, desto höher ist die Lipophilie des Arzneistoffes und damit seine Fähigkeit 
die lipophile Membran zu durchdringen. 
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3.1 Transportprozesse durch Biomembranen 
Biomembranen sind komplexe Trennschichten, die mehrere Bereiche einer Zelle, wie 
verschiedene Zellkompartimente voneinander, sowie die Zelle vom Extrazellularraum 
trennen. Nach Singer und Nicolson [56] bestehen Biomembranen aus einer von 
Phospholipiden gebildeten Lipiddoppelschicht. Phospholipide wie Phosphatidylcholin 
zeichnen sich durch einen hydrophilen und einen lipophilen Molekülteil aus. Bei der 
Ausbildung der Lipiddoppelschicht ragen die hydrophilen Molekülteile in die wässrige 
Außen- bzw. Innenseite, während die lipophilen Molekülteile im Membraninneren 
durch hydrophobe Effekte und schwache Van-der-Waals-Kräfte die Lipiddoppel-
schicht ausbilden. (siehe Abb. 3-1) Die Membran erhält so eine gewisse Fluidität, die 
durch den Gehalt an Cholesterol und ungesättigten Lipiden beeinflusst wird. In der 
Membran befinden sich neben Lipiden zahlreiche Proteine wie Kanalporen, Rezepto-
ren und Transporter. Die eingelagerten Proteine sind ebenfalls frei beweglich und 
„schwi  en“ in der  e bran  weshalb der Au bau von biologischen Membranen als 
Flüssig-Mosaik-Modell beschrieben wird. [56]  
 
Abb. 3-1: Aufbau einer Biomembran mit eingelagerten Proteinen (Transportern, Kanäle etc.) 
Der spezielle Aufbau gewährleistet jeder einzelnen Zelle einen kontrollierten 
Stofftransport und damit eine kontrollierte Umgebung. Die notwendigen Konzentrati-
onsverhältnisse in der Zelle, die sich stark vom Extrazellularraum unterscheiden, 
werden durch die selektive Permeabilität der Membranen aufrechtgehalten. Hydro-
phobe und kleine, unpolare Moleküle können den hydrophoben Kern der Membranen 
meist ungehindert durchwandern. Für größere oder polare Molekül stellt dieser Kern 
jedoch eine unüberwindbare Barriere dar. Der Durchtritt kann für diese Moleküle nur 




Abb. 3-2: Passiver Transport durch Biomembranen 
Die meisten Arzneistoffe gelangen durch passiven Transport in die Zelle (siehe Abb. 
3-2). Der Membrandurchtritt erfolgt dabei mit dem Konzentrationsgefälle, d.h. von 
dem Ort der höheren zum Ort der niedrigeren Konzentration. Wirkstoffe gelangen 
durch einfache Diffusion oder durch Kanalproteine bzw. Carrier-vermittelten Trans-
port mithilfe von Transportproteinen auf die andere Seite der Zellmembran. Der 
Transport durch biologische Membranen lässt sich mit der Gibbs‘schen Freien Ent-
halpie, die in der folgenden Gleichung beschrieben ist, quantifizieren:  
               
      
      
 
Formel 3-1: Gibbschs’sche Freie Enthalpie für die Konzentration c eines Arzneistoffs der    
Innen- und Außenseite einer Biomembran 
Beim Transport mit dem Konzentrationsgefälle ist ΔG negativ (da cinnen < caußen) und 
damit thermodynamisch begünstigt. Die Gleichung kann nur bei ungeladenen Mole-
külen angewandt werden. [57] Bei geladenen Molekülen muss noch zusätzlich das 
Membranpotential berücksichtigt werden [58].  
Im Gegensatz zum passiven Transport ist beim aktiven Transport die Gibbschs’sche 
Freie Enthalpie positiv, d.h. der Transport durch die Membran ist nicht thermodyna-
misch begünstigt und kann nur unter Energieverbrauch, meist Adenosintriphos-
phat(ATP)-Hydrolyse, erfolgen. [57] Bei aktiven Transportproteinen handelt es sich 
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um Enzyme, die neben der Substratbindestelle eine ATP-Bindestelle auf der anderen 
Membranseite besitzen. Nach Bindung von ATP kommt es zu einer Konformations-
änderung des Enzyms, was den Transport des Substrats auf die andere Membran-
seite auslöst (siehe Abb. 3-3). Neben dem eben beschriebenen primär-aktiven 
Transport kann ein Arzneistoff auch durch Kopplung an einen passiven Transport-
prozess die Biomembran überwinden (sekundär-aktiver Transport, nicht dargestellt).  
 
Abb. 3-3: Aktiver Transport durch Biomembranen 
Die geringste Relevanz besitzt der vesikuläre Transport von Arzneistoffen. Er beruht 
darauf, dass der Arzneistoff vollständig von einer Membran umschlossen wird (En-
docytose), als Vesikel die Biomembran passiert und auf der anderen Membranseite 
wieder freigesetzt wird (Exocytose).  (siehe Abb. 3-3) Diese Art des Arzneistofftrans-
ports erfolgt meistens rezeptorvermittelt.  
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3.2 Bioverteilung und molekulare Erkennung von 
Arzneistoffen 
Neben der Aufnahme in die Zelle, bei der der Arzneistoff biologische Membranen 
passieren muss, muss der Wirkstoff nach dessen Applikation zuerst zum gewünsch-
ten Wirkort gelangen, um mit seinem spezifischen Target zu interagieren und die 
pharmakologische Wirkung zu entfalten. Nach der Arzneistofffreisetzung aus der 
Darreichungsform (Liberation) wird dieser zunächst in die Blutbahn aufgenommen 
(Absorption) und im Organismus verteilt (Distribution) (siehe Abb. 3-4). Die Liberation 
und Absorption entfallen bei einer intravenösen Verabreichung. [59, 60] Die treiben-
de Kraft für die Verteilung im Körper ist, ähnlich des passiven Transports von Arz-
neistoffen durch Biomembranen, der Konzentrationsunterschied in den unterschiedli-
chen Geweben und Körperflüssigkeiten. Neben der Fähigkeit der Arzneistoffe Bio-
membranen zu überwinden (siehe Kapitel 3.1), sind die Löslichkeit und das Binde-
vermögen an Plasmaproteine, die ebenfalls durch die chemische Struktur und den 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Wirkstoffmoleküls bestimmt werden, für 
die Aufnahme in die Zelle relevant.  
 
Abb. 3-4: Bioverteilung von Arzneistoffen im menschlichen Organismus 
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Um vom Blut in das Gewebe oder die Körperflüssigkeit zu gelangen, müssen Arz-
neistoffe in wässrigem Medium bei physiologischen pH-Wert löslich sein. Diese Vo-
raussetzung stellt große Ansprüche an die Arzneistoffentwicklung, da Wirkstoffe zu-
sätzlich möglichst lipophil sein müssen, um Zellmembranen durchdringen zu können, 
sofern sie nicht an spezifische Kanal- oder Transportproteine binden (siehe Kapitel 
3.1). Um die Aufnahme von Arzneistoffen aus dem Blut zu erhöhen, gibt es aktuelle 
Forschungsarbeiten über Modifikationsmöglichkeiten am Arzneistoffmolekül. Dabei 
werden charakteristische Aminosäuresequenzen, sog. cell-penetration peptides, 
verwendet. [61–63]  
Ein weiterer Parameter, der die Aufnahme des Arzneistoffs in die Zelle beeinflusst, 
ist die oben erwähnte Affinität des Wirkstoffmoleküls zu Plasmaproteinen. Nur der 
freie Anteil des Arzneistoffs, der nicht an Plasmaproteinen gebunden vorliegt, kann in 
die Zelle aufgenommen werden und ist für die Wirkung relevant.  Eine hohe Affinität 
zu Plasmaproteinen kann daher eine verminderte Wirksamkeit bedeuten. Der wich-
tigste Bindungspartner für Arzneistoffe ist das globuläre Protein Albumin, welches ca. 
60 % der Gesamtproteine des Bluts ausmacht. (siehe Kapitel 10.2) 
Nach der zellulären Aufnahme des Arzneistoffs erfolgt seine intrazelluläre Verteilung 
in verschiedene Zellkompartimente, bei der der Wirkstoff weitere Zellmembranen 
überwinden muss. Am Wirkort angekommen, kann die Interaktion mit dem Target 
erfolgen. Die Targetinteraktion beruht meistens auf den Wechselwirkungen funktio-
neller Gruppen des Wirkstoffmoleküls mit funktionellen Gruppen der Bindestelle 




4. Targets von metallbasierten Antitumorwirkstoffen 
Das Ziel der Tumortherapie ist es, die Zellteilung der Tumorzellen zu hemmen und 
die Zelle in den programmierten Zelltod zu führen. Bekannte Targets für Antitumor-
wirkstoffe, insbesondere für Metallwirkstoffe, sind die DNA. Die DNA ist im Zellkern 
der Zelle und zu 1 % in den Mitochondrien lokalisiert. Weitere Targets sind Enzyme, 
die an der DNA-Synthese bzw. –Replikation beteiligt sind, wie z.B. die Topoisomera-
se.  
Da Tumorzellen schnell proliferierende Zellen sind, können Arzneistoffe, die den 
Zellzyklus beeinflussen, gezielt dessen Funktion beeinträchtigen. Ruhende Zellen 
werden durch die Störung der DNA-Funktion weniger beeinträchtigt. Man erhofft sich 
bei dieser Strategie eine Selektivität für Tumorzellen.  Da der menschliche Organis-
mus jedoch selbst schnell proliferierende Zellen wie z.B. Zellen des blutbildenden 
Systems und Haarzellen besitzt, ist diese Selektivität nur bedingt vorhanden. Häufig 
sind Nebenwirkungen wie Haarausfall und Blutbildschädigungen bei einer Therapie 
mit Zytostatika, die an der DNA oder der DNA-Synthese bzw. Replikation angreifen, 
die Folge [64]. Zu diesen Zytostatika gehören folgende Wirkstoffklassen: 
 Alkylantien, z.B. Cyclophosphamid 
 Platinkomplexe, z.B. Cisplatin und Analoga 
 DNA-interkalierende Wirkstoffe, z.B. Anthrazykline 
 Antimetabolite, z.B. 5-Fluorouracil 
 Folsäure-Analoga, z.B. Methotrexat 
 Topoisomerase-Inhibitoren, z.B. Etoposid 
Besonders hervorzuheben sind die Platinkomplexe, da in der vorliegenden Arbeit 
neue Metallkomplexe synthetisiert und hinsichtlich ihrer biologischen Aktivität mit 
dem Platinkomplex Cisplatin, für den die DNA als Target als bewiesen gilt, verglichen 
wurden. 
Das in den Mitochondrien lokalisierte antioxidative Netzwerk der Zelle stellt einen 
interessanten Angriffsort aktueller Forschungsarbeiten für neuartige metallbasierte 




Die DNA (Desoxyribonukleinsäure, engl. deoxyribonucleic acid, kurz DNA) ist ein 
häufiges Target für Antitumorwirkstoffe, da durch den Eingriff in den DNA-
Stoffwechsel der Zellzyklus gestört oder gänzlich gestoppt werden kann, was die Zel-
le in den gewünschten Zelltod führen kann..  
4.1.1 Struktur der DNA 
Die DNA ist der Träger der Erbinformationen. Die Struktur und der Aufbau der DNA 
waren jahrelang unbekannt. Erst Mitte des 19. Jahrhunderts wurden von James 
Watson, Francis Crick, Maurice Wilkins und Rosalind Franklin revolutionäre For-
schungsergebnisse erzielt, die im Jahre 1953 in der Fachzeitschrift Nature veröffent-
licht wurden. [65] Einige Jahre später, im Jahre 1962, wurde ihnen, mit Ausnahme 
von Rosalind Franklin, die zu diesem Zeitpunkt bereits verstorben war, für  „ihre Ent-
deckungen über die Molekularstruktur der Nukleinsäuren und ihre Bedeutung für die 
In or ationsübertragung in lebender Substanz“ der Nobel reis der  edizin verliehen.  
 
Abb. 4-1: Basenpaarung in der DNA 
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Sie fanden heraus, dass die Bausteine der DNA einzelne Nukleobasen sind, die mit-
einander über Wasserstoffbrückenbindungen verbunden sind und Basenpaare bil-
den. Dabei gibt es vier verschiedene Nukleobasen, die je zwei typische Paarungen 
bilden: die Paarung der Nukleobasen Adenin und Thymin über zwei Wasserstoffbrü-
cken und die Paarung von Guanin und Cytosin über drei Wasserstoffbrücken (siehe 
Abb. 4-1). In der DNA werden die Nukleobasen als Nukleotide bezeichnet, da sie mit 
einem Phosphat- sowie Zuckerrest verbunden sind. Die DNA liegt physiologisch zu 
einem Doppelstrang hybridisiert vor. Dreidimensional wird eine Doppelhelix ausge-
bildet. Diese kann in unterschiedlichen Konformationen vorliegen. Die am häufigsten 
vorkommende Konformation ist die schraubenförmige Doppelhelix, die als B-DNA 
bezeichnet wird (siehe Abb. 4-2).  
 
Abb. 4-2: Strukturmodelle der A-DNA (links) und B-DNA (rechts) (nach: Zephyris, Wikimedia 
Commons, lizenziert unter CreativeCommons-Lizenz by sa-2.0-de, URL: 
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/de/legalcode) 
4.1.2 Wechselwirkungen von Metallkomplexen mit der DNA  
Moleküle können auf unterschiedliche Weise mit der DNA wechselwirken. Im Fol-
genden sind die für Metallkomplexe besonders relevanten Bindungsmodi näher be-
schrieben: die kovalente Bindung und Interkalation. 
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4.1.2.1. Kovalente Bindung 
Der Bindungsmodus der kovalenten Bindung wird für die auf dem Markt befindliche, 
in der Tumortherapie eingesetzte Metallkomplexe Cisplatin und verwandte Platin-
Komplexe angenommen. Durch die cis-Anordnung der Chlor-Liganden, die zuvor in 
den elektrophilen Aquakomplex umgewandelt werden, kann Cisplatin mit nukleophi-
len Funktionen von Nukleinsäuren reagieren. Die Reaktion mit allen vier Basen der 
DNA ist denkbar, jedoch ist das N7 des Guanins das nukleophilste Zentrum, weshalb 
hier bevorzugt eine Bindung stattfindet. [66] 
 
Abb. 4-3: Bindungsmöglichkeiten von Cisplatin mit Guanin in doppelsträngiger DNA [6] 
Es kommt dabei zunächst zu einer monofunktionalen Verbindung (DNA-Protein-
Vernetzung), die dann in einer Quervernetzung („cross-linking“) innerhalb des glei-
chen („intrastrand-crosslink“) oder zwischen zwei verschiedenen DNA-Strängen („in-
terstrand-crosslink“) resultiert (siehe Abb. 4-3). Die Ausbildung der intrastrand-
crosslinks ist mit einer Konformationsänderung der DNA verbunden. Diese Schädi-
gung der DNA führt letztendlich zum Zelltod, da die DNA nicht mehr abgelesen und 
transkribiert werden kann. [67] 
Für den Titankomplex Titanocendichlorid gibt es aktuelle Bindungsexperimente, die 
ebenfalls von einer bevorzugten Bindung zum N7 der Nukleobase Guanin berichten. 





Interkalatoren sind aromatische Verbindungen, die aufgrund des delokalisierten 
Elektronensystems durch  π-Stacking mit den Nukleobasen der DNA in Wechselwir-
kung treten können. Sie sind teilweise planar, so dass sich die Wirkstoffe zwischen 
die DNA-Basen einschieben können. Die Folge ist eine Hemmung der DNA-
Replikation und Transkription. Neben den aromatischen Verbindungen sind auch 
Metallointerkalatoren bekannt, bei denen der interkalierende Molekülteil der Ligand 
des Metallatoms ist. Das Metallatom kann dabei zusätzlich durch die kationische La-
dung mit der DNA in Wechselwirkung treten, wodurch man sich eine Verstärkung der 
Wirksamkeit erhofft. [73] 
 
Abb. 4-4: Schema der Interkalation von [(η
6
-C6Me6)Ru(AcmetOH)(dppz)](CF3SO3)2 mit der 
G1T2/C6A5 Sequenz des Hexanukleotids d(GTCGAC)2 [74] 
Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sheldrick hat dazu in den letzten Jahren einige Ar-
beiten veröffentlicht [74–76]. Ein Beispiel ist der Rutheniumkomplex  [(η6-
C6Me6)Ru(AcmetOH)(dppz)](CF3SO3)2, der mit der G1T2/C6A5 Sequenz des Hexa-





Enzyme sind Proteine mit katalytischer Wirkung. Sie übernehmen wichtige Funktio-
nen im menschlichen Stoffwechsel und sind an Regulationsprozessen beteiligt. Sie 
sind hoch spezifisch: zum einen für die Reaktion, die sie katalysieren; zum anderen 
für das Substrat, deren Umsetzung sie katalysieren. Viele Enzyme können auch zwi-
schen stereoisomeren Formen des Substrats unterscheiden und setzen nur eine be-





Enzyme lassen sich in sechs verschiedene Klassen einteilen. Die EC-Klassifizierung 
berücksichtigt die Substrat- und Wirkungsspezifität. In Tab. 4-1 sind die Hauptklas-
sen, der katalysierte Reaktionstyp sowie die weiteren Unterklassen aufgeführt. 
 
Tab. 4-1: Einteilung der Enzyme nach Koolman et al. [77] 
Klasse Reaktionstyp Wichtige Unterklassen 
1 Oxidoreduktase Ared + Box  Ared + Box Oxidoreduktasen, Dehydrogenasen 
2 Transferase A-B + C  A + B-C 
Aminotransferase, Glycosyltrans-
ferase 
3 Hydrolase A + H20  A-H + B-OH Esterasen, Peptidasen 
4 Lyasen A + B  A-B C-C-Lyasen, C-N-Lyasen 
5 Isomerasen A  A‘ Epimerasen 
6 Ligasen 
A + B + ATP   
A + B + ADP + Pi 
C-C-Ligasen, C-O-Ligasen 
 
Für die vorliegende Forschungsarbeit ist die Klasse der Oxidoreduktasen besonders 
relevant. Die Enzyme dieser Klasse katalysieren Redox-Reaktionen, bei denen sie 
Elektronen zwischen Redoxsystemen übertragen. Sie spielen eine große Rolle im 
Redoxstoffwechsel der Zelle. (siehe Kapitel 4.3) Bei den relevanten Oxidoreduktasen 
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des Redoxstoffwechsels der Zelle handelt es sich um Enzyme mit den Aminosäuren 
Cystein oder Selenocystein im aktiven Zentrum. Enzyme, die Selenocystein enthal-
ten, werden als Selenoproteine bezeichnet. Das erste Selenoprotein, die Glutathion-
peroxidase, wurde im Jahr 1973 von Rotruck et al. entdeckt [78]. Bis zum Jahre 2003 
wurden 25 eukaryontische selenocystein-haltige Enzyme identifiziert [79]. Sie zeich-
nen sich besonders durch ihre Redoxaktivität aus. Selenocystein ist die 21. Amino-
säure und ein reaktives Analogon der Aminosäure Cystein. Beide unterscheiden sich 
nur durch den Austausch des Schwefelatoms gegen ein Selenatom (siehe Abb. 4-5). 
Dadurch erniedrigt sich der pKs-Wert von 8,0-8,5 (Cystein) auf 5,3 (Selenocystein), 
was eine stärker saure Eigenschaft bedeutet. Zudem ist Selenocystein durch das 
enthaltene Selen, welches im Periodensystem zwischen den Metallen und Nichtme-
tallen zu finden ist, redoxaktiver als Cystein und damit der ideale Katalysator für bio-
logischen Redoxprozessen (siehe Kapitel 4.3). [80, 81] 
 
Abb. 4-5: Strukturformeln der relevanten Aminosäuren Cystein und Selenocystein 
Ein Vertreter der Selenoproteine, der als Target für neue Antitumorwirkstoffe beson-
ders interessant ist, ist das Enzym Thioredoxinreduktase (TrxR), das erstmals 1964 
aus Escherichia coli von Laurent et al. isoliert wurde [82], jedoch erst im Jahre 1996 
von Tamura et al. als Selenoenzym identifiziert wurde [83, 84]. Es spielt eine zentrale 
Rolle bei der zellulärer Redoxregulation, der antioxidativen Abwehr, dem Zellwachs-
tum sowie der Apoptose und ist deshalb ein vielversprechendes Target für die Tu-
mortherapie, da es in Tumorzellen überexprimiert wird. Der Goldkomplex Auranofin, 
das als Ridaura® gegen rheumatoide Arthritis eingesetzt wird, ist ein Inhibitor der 
Thioredoxinreduktase. [85] Im menschlichen Körper spielen außerdem die Enzyme 
Glutathionreduktase und Glutathionperoxidase eine wichtige Rolle, da sie ebenfalls 
Produkte des oxidativen Stress abbauen. Dabei wird unter Verbrauch von 
NADPH+H+ Glutathiondisulfid zu Glutathion reduziert. Das oben erwähnte Enzym 
Thioredoxinreduktase funktioniert in analoger Weise. Es setzt Thioredoxindisulfid zu 




Für die Untersuchungen an Enzymen als mögliche Targets für neue Arzneistoffe ist 
eine Kenntniss der Enzymkinetik unabdingbar.  Dieses Wissen ist besonders wichtig, 
da sich die Enzymkinetik von der Kinetik klassischer chemischer Reaktionen unter-
scheidet. Die Reaktionsgeschwindigkeit von enzymatisch katalysierten Reaktionen 
hängt von der Enzymkonzentration ab und die Reaktion verläuft in zwei Teilreaktio-
nen. Die erste Teilreaktion ist die Bindung des Substrats (S) an das Enzym (E), die 
zweite die Umsetzung des Enzym-Substrat-Komplexes (ES) zum Produkt (P) und 
Enzym.  
        
    
→      
Formel 4-1: Reaktionsgleichung einer enzymatischen Reaktion (E: Enzym, S:Substrat, 
P:Substrat, kkat: katalytische Konstante) 
Jede der beiden Reaktionen weist dabei eine bestimmte Geschwindigkeit auf. Da die 
Substratkonzentration im Vergleich zur Enzymkonzentration sehr groß ist, kann jedes 
Enzymmolekül mit einem Substratmolekül unter Bildung des ES-Komplexes besetzt 
werden. Das Enzym ist dann gesättigt. Vor dem Erreichen dieser Sättigung folgt die 
Reaktion einer Kinetik 1. Ordnung. 
 
Abb. 4-6: Verlaufskurve einer enzymatisch katalysierten Reaktion, bei der die Umsatzge-
schwindigkeit v gegen die Substratkonzentration S aufgetragen ist. 
Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) wird erreicht, wenn die ES-
Konzentration der E-Konzentration entspricht. Bei Sättigung des Enzyms mit dem 
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Substrat ist die Umwandlung des Substrats in das Produkt (2. Teilreaktion) der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt. Die Geschwindigkeitskonstante dieser Reaktion 
wird als katalytische Konstante (kkat) bezeichnet. Sie gibt die Anzahl der Mole Sub-
strat an, die unter Sättigungsbedingungen pro Mol Enzym und Sekunde in das Pro-
dukt umgewandelt werden.  Sie ist auch als Wechselzahl des Enzyms bekannt und 
ein Maß dafür, wie gut ein Enzym eine spezifische Reaktion katalysiert. 
      
    
        
 
Formel 4-2: Definition der katalytischen Konstante kkat (Vmax: Maximalgeschwindigkeit der en-
zymatischen Reaktion, [E]total: Gesamtenzymkonzentration) 
Die Michaelis-Menten-Theorie wurde zu Beginn des 20. Jahrhunderts von L. Michae-
lis und M. Menten zur mathematischen Beschreibung der Kinetik von enzymatischen 
Reaktionen aufgestellt [86, 87]. Mit Hilfe dieser Theorie ist es möglich Aktivitäten von 
Enzymen abzuschätzen. Der Zusammenhang der Anfangsgeschwindigkeit einer en-
zymatischen Reaktion und der Substratkonzentration ist mit der Michaelis-Menten-
Gleichung beschrieben.  
    
        
      
 
Formel 4-3: Zusammenhang der Anfangsgeschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion mit 
der Substratkonzentration beschrieben als sog. Michaelis-Menten-Gleichung (Vmax: Maximalge-
schwindigkeit der enzymatischen Reaktion, Km: Michaelis-Konstante, [S]: 
Substratkonzentration) 
Die Michaelis-Konstante (KM) ist dabei die Substratkonzentration, bei der die An-
fangskonzentration die halbe maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) ist (siehe 
Abb. 4-6). Sie ist ein Maß für die Affinität des Enzyms zum Substrat. Je kleiner KM ist, 




Abb. 4-7: Bedeutung der katalytischen Konstante kkat und des Quotienten kkat/KM  nach             
Biele et al.  [57] 
Mit Hilfe der beiden vorgestellten kinetischen Konstanten kkat und KM lassen sich die 
Aktivität von Enzymen und die katalytische Effizienz abschätzen. Der Quotient  aus 
kkat und Km (kkat/KM) wird häufig verwendet um die Aktivitäten von verschiedenen En-
zymen zu vergleichen. In Abb. 4-7 ist die Bedeutung der katalytischen Konstante  kkat 
und der Michaelis-Konstante Km in der Michaelis-Menten-Kurve graphisch veran-
schaulicht. Kkat entspricht der Geschwindigkeitskonstanten der 2. Teilreaktion, der 
Umsetzung des Enzym-Substrat-Komplexes zum Produkt und Enzym, und kann bei 
Substratsättigung bestimmt werden (Region B in Abb. 4-7). Die Geschwindigkeits-
konstante der Gesamtreaktion (Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes und dessen 
Umsetzung) kann mithilfe des Quotienten kkat/KM bei geringen Substratkonzentratio-
nen (Region A in Abb. 4-7) definiert werden. Die katalytische Wirksamkeit eines En-
zyms ergibt sich aus dem Quotienten kkat/KM dividiert durch die Geschwindigkeits-
konstante kn derselben Reaktion in Abwesenheit des Enzyms.  
                         




Formel 4-4: Katalytische Wirksamkeit von Enzymen (kkat: katalytische Konstante, KM: Michaelis-
Konstante, kn: Geschwindigkeitskonstante der Reaktion) 
Grundlagen 
32 
Da nicht enzymatisch katalysierte Reaktionen nur sehr langsam ablaufen, lässt sich 
kn nur schwer bestimmen und es sind nur für wenige Enzyme Werte über die kataly-
tische Wirksamkeit in der Literatur zu finden.  
4.2.2 Hemmung der Enzymaktivität 
Bei der Arzneistoffentwicklung ist es häufig das Ziel, Arzneistoffe zu entwickeln, die 
spezifisch an ein bestimmtes Enzym binden. Forscher versuchen Moleküle so zu de-
signen, dass es perfekt in die Bindetasche (oder andere regulatorische Zentren des 
Enzyms) passt. Das Vorbild ist häufig das physiologische Substrat des abgezielten 
Enzyms. Da es sich jedoch nicht um das richtige Substrat handelt, kommt es nicht zu 
einer Umsetzung des Substrats zum Produkt. Das Enzym wird blockiert oder in sei-
ner Aktivität gehemmt. Diese Hemmung führt dazu, dass das Enzym seine Rolle in 
der Regulation des Stoffwechsels nicht mehr ausüben kann. Der größte Teil der Arz-
neistoffe wirkt auf diese Art und Weise. Deshalb sind enzymatische Experimente 
wichtig für die Arzneistoffforschung. In der Antitumortherapie erhofft man sich durch 
die gezielte Hemmung von Enzymen in Tumorzellen, dass der Stoffwechsel zum Er-
liegen kommt und die Zelle sich in den programmierten Zelltod begibt. 
Durch die Bindung eines Arzneistoffs, der hier als Hemmstoff (Inhibitor) fungiert, an 
das Enzym kann die enzymatische Reaktion reversibel oder irreversibel gehemmt 
werden. Die Geschwindigkeit der katalysierten Reaktion wird durch den Inhibitor, der 
an unterschiedlichen Stellen des Enzyms binden kann, in unterschiedlichem Ausmaß 
beeinflusst. Zusätzlich gibt es chemische und physikalische Einflüsse, die das Enzym 
in unspezifischer Weise beeinträchtigen können. 
4.2.2.1. Reversible Hemmung 
Reversible Inhibitoren binden über nicht kovalente Wechselwirkungen, z.B. Wasser-
stoffbrückenbindung und Van-der-Waals-Kräfte, an das Enzym und hinterlassen kei-
ne strukturellen Veränderungen am Enzym.  
Es sind drei verschiedene Hemmtypen zu unterscheiden (siehe Abb. 4-8):  
 die kompetitive Hemmung,  
 die nicht kompetitive Hemmung  





Abb. 4-8: Verschiedene Formen der reversiblen Enzymhemmung 
Kompetitive Hemmung 
Bei der kompetitiven Hemmung konkurrieren der Inhibitor und das physiologische 
Substrat um die Bindung an das Enzym. Inhibitor und Substrat sind sich strukturell 
sehr ähnlich. Im Gegensatz zum physiologischen Substrat kann der Inhibitor jedoch 
nicht vom Enzym zum Produkt umgesetzt werden. Durch die Bindung des Inhibitors 
wird die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion herabgesetzt, da eine gewisse 
Enzymmenge durch den Inhibitor blockiert wird und nicht für die Umsetzung des 
Substrats zur Verfügung steht. In Bezug auf die Enzymkinetik bedeutet das, dass die 
Michaelis-Konstante KM steigt, da die halbmaximale Geschwindigkeit (1/2 Vmax) erst 
später erreicht wird (siehe Abb. 4-9 a). Die Maximalgeschwindigkeit selbst wird durch 
einen kompetitiven Inhibitor jedoch nicht beeinflusst, da bei hohen Substratkonzent-





Abb. 4-9: Michaelis-Menten-Kinetik einer kompetitiven Hemmung (a) und nicht kompetitiven 
Hemmung (b) mit (1) und ohne (2) Inhibitor [Wikipedia Commons, files: „Michaelis-
Menten_plot_competitive_inhibition.svg“ und „Michaelis-Menten_plot_non-
competitive_inhibition.svg“ ] 
Nicht kompetitive Hemmung 
Ein nicht kompetitiver Inhibitor bindet im Gegensatz zum kompetitiven Inhibitor nicht 
in der Substratbindetasche an das Enzym sondern an einer anderen funktionellen 
Stelle. Diese Art der Hemmung wird auch als allosterische Hemmung bezeichnet, 
wenn der Inhibitor an das allosterische Zentrum des Enzyms bindet. Durch die Bin-
dung  kommt es zu einer strukturellen Veränderung des Enzyms, die die Bindung 
des Substrats erschwert, aber dennoch ermöglicht. Das Substrat kann weiter umge-
setzt werden, jedoch mit einer geringeren Maximalgeschwindigkeit Vmax (siehe Abb. 
4-9 b). Die Abnahme der Maximalgeschwindigkeit Vmax geht auch mit einer Abnahme 
der katalytischen Konstante kkat einher. Die Michaelis-Konstante KM bleibt hingegen 
gleich. 
 
Abb. 4-10: Michaelis-Menten-Kinetik einer unkompetitiven Hemmung mit (1) und ohne (2) Inhi-




Bei der unkompetitiven Hemmung handelt es sich um einen aus der kompetitiven 
und nicht kompetitiven Hemmung gemischten Fall, da sowohl die Maximalgeschwin-
digkeit Vmax als auch die Michaelis-Konstante KM beeinflusst werden (siehe Abb. 
4-10). Möglich ist das durch Bindung eines Inhibitors an den Enzym-Substrat-
Komplex, so dass dieser nicht weiter zu Produkt und Enzym umgesetzt werden kann. 
4.2.2.2. Irreversible Hemmung 
Irreversible Hemmstoffe binden kovalent an das Enzym und hinterlassen eine irre-
versible Modifizierung des Enzyms. Die katalytische Wirksamkeit des Enzyms wird 
dadurch bleibend verändert und hängt von der Konzentration des Inhibitors ab. Ist 
die Inhibitorkonzentration wesentlich größer als die Enzymkonzentration, so handelt 
es sich bei der ablaufenden Reaktion um eine Reaktionskinetik pseudo-erster Ord-
nung. 
4.2.2.3. Unspezifische Hemmung 
Unspezifisch können Enzyme durch chemische und physikalische Einflüsse ge-
hemmt werden. Bei der Durchführung von enzymatischen Experimenten und der An-
gabe von katalytischen Enzymaktivitäten müssen daher diese Parameter aus Grün-
den der Vergleichbarkeit genau beachtet werden. Zu diesen Größen zählen der pH-
Wert, die Temperatur und Metalle: 
 pH-Wert: Jedes Enzym besitzt ein pH-Optimum, bei dem die Aktivität maxi-
mal ist. 
 Temperatur: Die Aktivität von Enzymen erhöht sich in der Regel mit steigen-
der Temperatur. Ab einer bestimmten Temperatur, die häufig ≥ 40 °C liegt, 
kommt es jedoch zu einer Denaturierung des Enzyms, wodurch die Struktur 
des Enzyms zerstört wird und es zum vollständigen Aktivitätsverlust kommt. 
 Metalle: Metalle, wie Eisen (Fe2+/Fe3+), Magnesium (Mg2+) oder Zink (Zn2+), 
fungieren als Cofaktoren von Enzymen. Dabei stabilisieren sie die Struktur 




Zur besseren Veranschaulichung der Hemmkinetik von Enzym hat sich das Line-
weaver-Burk-Diagramm bewährt. Dabei handelt es sich um ein Linearisierungsver-
fahren zur besseren grafischen Darstellung der kinetischen Parameter Vmax und KM, 
bei der die reziproke Geschwindigkeit gegen die reziproke Substratkonzentration 
aufgetragen wird. (siehe Abb. 4-11) Nach Linearisierung ist der Schnittpunkt mit der 
y-Achse die reziproke Maximalgeschwindigkeit Vmax und der Schnittpunkt mit der x-
Achse die reziproke Michaelis-Konstante KM. [88] 
 
Abb. 4-11: Lineweaver-Burk-Diagramm, doppelt-reziproke Darstellung, bei der 1/v über 1/[S] 
aufgetragen wird [Pro bug catcher, Wikimedia Commons, lizenziert unter CreativeCommons-
Lizenz by-sa-2.0-de, URL: http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/de/legalcode] 
4.3 Zellulärer Redoxstoffwechsel 
Redoxreaktionen liefern durch Übertragung von Elektronen, u.a. in biochemischen 
Reaktionen des Citratzyklus und der Atmungskette, die für die Zellen benötigte Ener-
gie. Das Zellorganell mit der höchsten Redoxaktivität sind die Mitochondrien [89]. 
Von besonderer Bedeutung sind dabei die von Oxidoreduktasen (siehe Kapitel  4.2) 
katalysierten Reaktionen, da während des zellulären Metabolismus freie Sauerstoff-
radikale, sog. reaktive Sauerstoffspezies (ROS), entstehen, die zur Vermeidung von 
oxidativem Stress und damit verbundenen Zellschäden, die im programmierten Zell-
tod enden können, inaktiviert werden müssen. Diese Inaktivierung und Aufrechterhal-
tung des reduzierten Milieus in der Zelle wird durch die Oxidoreduktasen Thioredo-
xinreduktase (TrxR) und Glutathionreduktase (GR) mittels reversiblen Thiol-Disulfid-
Reaktionen unter Energieverbrauch in Form von NADPH+H+ gewährleistet [81, 90] 
(siehe Abb. 4-12). Die redoxaktiven Aminosäuren Cystein bzw. Selenocystein in den 
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Enzymen TrxR und GR werden durch einen Elektronen-Transfer in Kombination mit 
einem Hydridtransfer über die Coenzyme NADPH+H+ und FADH2 reduziert [91]. Wei-
tere relevante Enzyme im oxidativen Netzwerk der Zelle sind die Glutathionperoxi-
dase (GPx), Glutathion-S-transferase (GST) und Glutaredoxinreduktase (GTR), auf 
die im Folgenden nicht näher eingegangen wird, da sie für die vorliegende For-
schungsarbeit nicht relevant sind.  
In der Bekämpfung von Tumorerkrankungen ist das antioxidative Netzwerk der Zelle 
ein vielversprechender Ansatzpunkt für neue Antitumorwirkstoffe, da Tumorzellen 
eine 10-fach höhere Konzentration an ROS aufweisen als gesunde Zellen, eine hö-
here metabolische Aktivität besitzen und einen Sauerstoffmangel haben. [92, 93] 
 
 
Abb. 4-12: Das Glutathion- und Thioredoxin-System nach Holmgren [94] (Erläuterungen zu den 
Abkürzungen siehe Text) 
4.3.1 Glutathion- und Thioredoxin-System 
Bei dem Glutathion- und Thioredoxin-System handelt es sich um thiolabhängige Re-
doxsysteme, die essentiell sind, um den Redoxstatus der Zelle zu regulieren.  Dane-
ben spielt es eine Rolle für das Zellwachstum, die antioxidative Abwehr und die 
Apoptose. 
Die TrxR katalysiert die Reduktion von Thioredoxin (Trx) unter Verbrauch von 
NADPH+H+. Trx ist ein für den Menschen essentielles Protein, das an vielen zellulä-
ren Stoffwechselprozessen wie Zellwachstum, Inaktivierung von ROS und Apoptose 
der Zelle beteiligt ist. [95, 96] Bei dem Schutz der Zelle vor ROS wird Trx von seiner 
reduzierten Form Trx-(SH)2 in die Form oxidierte Form Trx-S2 oxidiert. Die freie Thiol-
Gruppe der reduzierten Form überträgt dabei Elektronen auf die ROS und macht 
diese unschädlich. (siehe Abb. 4-12) Formal handelt es sich dabei um eine nukleo-
phile Substitution eines Thiols, die zur Oxidation des Nukleophils und Reduktion der 
Abgangsgruppe führt. Durch anschließende Reduktion des entstandenen Disulfids 
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durch das Enzym TrxR wird die reduzierte Form der Trx wieder regeneriert und steht 
für die Inaktivierung weiterer ROS zur Verfügung.  
 
Abb. 4-13: Ribbon-Darstellung der TrxR [97] (links), Katalytisches Zentrum der TrxR [98] 
(rechts) 
Neben der eukaryontischen TrxR (Mw(Monomer) ≥ 55 kDa) gibt es noch die kleinere, 
prokaryontische TrxR (Mw(Monomer) ~35 kDa), die sich neben ihrer Größe auch in der 
Substratspezifizität unterscheidet.  [99, 100] Die eukaryontische TrxR ist ein Dimer 
mit jeweils einer NADPH- und einer FAD-Bindestelle und besitzt zwei katalytische 
Zentren (siehe Abb. 4-13 links). Am C-Terminus der katalytischen Zentren befindet 
sich ein Selenocystein-haltiger Rest mit der Sequenz Gly-Cys-SeCys-Gly (siehe Abb. 
4-13 rechts). [97, 101] Das Selenocystein ist essentiell für die Funktionalität des En-
zyms, wie in verschiedenen Studien gezeigt wurde. [102, 103] Im menschlichen Or-
ganismus kommen drei verschiedene Formen der TrxR vor. Bei der TrxR 1 handelt 
es sich um die cytosolische TrxR, die eine zentrale Rolle in der Regulation der Zell-
homöostase durch Regeneration von Trx und Inaktivierung von ROS spielt. Die TrxR 
2 ist die mitochondriale TrxR, die u.a. für das Einleiten der Apoptose relevant ist. [95, 




Abb. 4-14: Homologiemodell der GR und TrxR nach Zhong et al. [97] 
Die GR, dessen Substrat das Glutathion (GSH) ist, ähnelt der TrxR strukturell sehr 
[106]. In Abb. 4-14 ist ein Homologiemodell der GR und TrxR dargestellt. Im Gegen-
satz zur TrxR enthält die GR eine um 16 Aminosäuren verkürzte Sequenz im kataly-
tischen Zentrum, die keinen Selenocystein-Baustein enthält. [107, 108] Dieser Aus-
tausch bewirkt neben anderen Redox-Eigenschaften (siehe Kapitel 4.2) auch eine 
größere Selektivität des aktiven Zentrums des Enzyms für die Substrate, was man 
sich in der Arzneistoffentwicklung zu Nutzen macht (siehe 4.3.3). [109] Die Inaktivie-
rung der ROS durch das Glutathion-System läuft über ein weiteres kleines Redo-
xenzym, das Glutaredoxin (GRX). GRX-SH2 überträgt die Elektronen der Thiol-
Gruppe auf die ROS während GSH von seiner oxidierten monomeren Form in das 
Dimer GSSG übergeht. Mithilfe der GR wird GSH unter Verbrauch von NADPH+H+ 
regeneriert. (siehe Abb. 4-12) 
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4.3.2 Antitumoraktive Thioredoxininhibitoren 
Wie unter 4.3 erwähnt ist das antioxidative Netzwerk der Zelle ein vielversprechender 
Ansatzpunkt in der Entwicklung neuer Antitumorwirkstoffe, da Tumorzellem eine ho-
he Konzentration an ROS aufweisen. Zusätzlich ist das Enzym Thioredoxinreduktase 
in Tumorzellen überexprimiert ist, was es zu einem interessanten Target für neuarti-
ge Wirkstoffe in der Tumortherapie macht. [103, 110, 111]  
Obwohl einige Einträge über TrxR-Inhibitoren in den wissenschaftlichen Datenban-
ken zu finden sind, gibt es nur wenige direkte und selektive TrxR-Inhibitoren. Die Ur-
sache dafür ist, dass einige Inhibitoren fälschlicherweise als Substrate der TrxR iden-
tifiziert worden sind, da diese nicht direkt über die KM-Erhöhung oder den 
NADPH+H+-Verbrauch bestimmt wurden. [109, 112] Das Konzept der selektiven 
TrxR-Hemmung ist daher relativ neu. In Tab. 4-2 sind einige relevante zugelassene 
Arzneistoffe oder Arzneistoffe in klinischer Prüfung, für die eine TrxR-Inhibition belegt 
ist, sowie ihre Indikationen gelistet. 
 
Tab. 4-2: TrxR-Inhibitoren  
Arzneistoff Arzneistoffklasse Indikation Quelle 
Cisplatin Platinverbindung Tumor [113, 114] 
Auranofin Goldverbindung Arthritis [114–117] 
ATO Arsenverbindung Leukämie [118, 119] 




Melanom [122, 123] 
 
Platinverbindungen 
Platinverbindungen wie Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin sind bekannte Antitu-
morwirkstoffe mit breitem klinischem Einsatz (siehe Kapitel 1). Lange Zeit wurde an-
genommen, dass die Bildung von irreversiblen DNA-Platin-Addukten, die zu DNA-
Schäden und damit verbundenen Störungen des Zellzyklus führen, den Zelltod der 
Tumorzellen verursachen, der Wirkungsmechanismus der Platinkomplexe ist [66]. In 
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den letzten Jahren konnten einige Studien zeigen, dass Platinkomplexe auch andere 
Biomoleküle und Stoffwechselwege beeinflussen [114, 124, 125]. So ist Cisplatin als 
Elektrophil, das bevorzugt mit Nukleophilen wie Thiolen oder Selenolen reagiert, un-
ter reduzierenden Bedingungen auch ein TrxR-Inhibitor. Sasada et al. [125] konnten 
sogar eine dosisabhängige Reduktion der TrxR-Enzymaktivität und Zellviabilität be-
obachten. Es wurden von Witte et al. auch Studien zur GR-Inhibition durchgeführt. 
Interessanterweise konnte auf dieses Enzym, welches sich im Gegensatz zur TrxR 
kein Selenocystein enthält, kein Aktivitätsverlust nach Inkubation mit Cisplatin fest-
gestellt werden, deshalb wird vermutet, dass der Selenocystein-Rest ein weiteres 
Target von Platinkomplexen sein könnte. [126] 
Goldverbindungen 
Goldverbindungen werden klinisch für die Therapie der rheumatoiden Arthritis einge-
setzt. Jahrelang war der Wirkmechanismus dieser Verbindungen unklar. Doch mit 
zunehmenden Interessen an der Forschung auf dem Gebiet neuer Gold(I) und 
Gold(III)-Komplexe, wurden auch mehr Studien zur Targetidentifizierung dieser Ver-
bindungen veröffentlicht. Da Gold eine hohe Affinität zu Thiolen aufweist [114], kam 
die TrxR als mögliches Target in Betracht, was sich in zahlreichen Studien bestätigte 
[50–55]. Im Vergleich zu den Platinverbindungen liegt die IC50-Konzentration (halb-
maximale Inhibition der enzymatischen Aktivität) der Goldkomplexe im nanomolaren 
Bereich. Gromer et al. bestimmten für Auranofin® einen IC50-Wert (TrxR) von 20 nM, 
für die GR beobachteten sie einen um den Faktor 2000 verminderten IC50-Wert 
(IC50(GR) = 40 µM). Neuartige Gold(I)-Komplexe, wie die von Meyer et al. syntheti-
sierten Gold-Alkinyl-Komplexe, zeigen ebenfalls eine selektive TrxR-Hemmung und 
IC50-Werten im nanomolaren Bereich [53]. 
Arsenverbindungen 
Arsentrioxid wird zur Behandlung von speziellen Leukämie-Formen eingesetzt [127]. 
Über den Wirkmechanismus dieses Arzneistoffs ist nur wenig bekannt, es wird je-
doch ebenfalls eine TrxR-Hemmung vermutet, da Lu et al. zeigen konnte, dass Ar-




Die Gardoloniumverbindung MGd wird in der Krebstherapie eingesetzt [121]. Has-
hemy et al. [120] konnten zeigen, dass die TrxR, speziell die zytosolische TrxR1, 
durch den Gardoloniumkomplex inhibiert wird (IC50 = 6 µM). 
Aromatische Nitroverbindungen 
Für die aromatische Nitroverbindungen, die zur Behandlung von Melanomen einge-
setzt werden, wurde eine Hemmung der TrxR am Selenocystein- und Cystein-Rest 
beobachtet [122]. 
4.3.3 Eingriffsmöglichkeiten von Metallkomplexen in das Antioxidative 
Netzwerk der Zelle 
Auffallend ist, dass es sich bei den unter 4.3.2 vorgestellten TrxR-Inhibitoren größ-
tenteils um Metallverbindungen handelt. Metallwirkstoffe besitzen ein hohes Potential 
Redoxreaktionen einzugehen, da Übergangsmetalle mehrere Oxidationsstufen an-
nehmen können. Als Beispiel sei hier das Platin erwähnt, das in den Oxidationsstu-
fen +2 und +4 vorkommen kann. Nach dem HSAB (engl. hard and soft acids and 
bases)-Konzept [128] ist Pt(II) eine weiche Säure, wohingegen Pt(IV) eine harte Säu-
re ist. Das Konzept basiert auf dem Lewis-Säure-Base-Konzept und besagt, dass 
weiche Säuren leicht mit weichen Basen wie schwefelhaltigen (z.B. GSH) oder cys-
teinreichen (z.B. TrxR) Molekülen reagieren. Harte Säuren besitzen dagegen eine 
höhere Ladungsdichte und reagieren daher bevorzugt mit harten Basen. Aufgrund 
dieser Eigenschaft von Metallen können metallbasierte Wirkstoffe in den Redoxstoff-
wechsel der Zelle eingreifen, da sie in der Lage sind mit den relevanten Enzymen zu 
interagieren.  
Ein weiteres Konzept, dass bei Metallwirkstoffen eine Rolle spielt, ist das activation 
by reduction (dt. Aktivierung durch Reduktion)-Konzept. Es besagt, dass weniger ak-
tive Metallverbindungen als Prodrugs erst in der der Tumorzelle durch Reduktion ak-
tiviert werden. Eine gezielte Entfaltung der Wirkung direkt in der Tumorzelle wäre bei 
diesem Konzept denkbar, wenn die Aktivierung erst im Tumorgewebe erfolgt. Choi et 





Abb. 4-15: Eingriffsmöglichkeiten von Metallwirkstoffen in den zellulären Redoxstoffwechsel 
Für Metallkomplexe als Antitumorwirkstoffe sind zwei Angriffsorte im Redoxstoff-
wechsel der Zelle denkbar. Zum einen können Metallwirkstoffe, aufgrund ihres Po-
tentials Redoxreaktionen einzugehen, die Konzentration an freien Sauerstoffradika-
len in Tumorzellen erhöhen. Zum anderen können sie nach dem HSAB-Konzept mit 
Enzymen des antioxidativen Netzwerkes (z. B. TrxR, GR) reagieren und diese mög-
licherweise hemmen (siehe Abb. 4-15). Beide Wirkmechanismen führen zu einer hö-
heren ROS-Konzentration in der Tumorzelle, was diese in letzter Konsequenz zum 
gewünschten Zelltod führt [130, 131].  
Durch die per se höheren Konzentrationen an ROS in Tumorzellen und die höhere 
Konzentration des Enzyms TrxR ist eine selektive Wirkung für Tumorzellen denkbar. 
Von dieser selektiven Wirkung verspricht man sich weniger Nebenwirkungen.  
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5. Der Zebrafisch als Modellorganismus für die 
präklinische Arzneistoffentwicklung 
Der Zebrabärbling (Danio rerio, Abb. 5-1), häufig als Zebrafisch (engl. zebrafish) be-
zeichnet, hat sich in den letzten Jahres zu einem vielseitigen Modellsystem in der 
Grundlagenforschung entwickelt [132, 133]. Natürlicherweise lebt der ca. 4,5 cm 
große adulte Fisch in den tropischen Gewässern Indiens und Südafrikas. 
 
Abb. 5-1: Ausgewachsener, genetisch unveränderter Zebrafisch [Wikipedia Commons, file: 
„zebrafisch.jpg“] 
Bis zum Jahr 1999 gab es lediglich 2000 Publikationen über den Zebrafisch, seit 
2009 sind es weit über 12.000 Veröffentlichungen, was die Relevanz dieses Modell-
organismus für die heutige Forschung nicht nur in der Entwicklungsbiologie, sondern 
auch in der Pharmakologie und Medizin, verdeutlicht. Der Zebrafisch bietet im Ver-
gleich zur Maus bzw. Knockout-Maus, welche seit Jahren „das“ Versuchstier in den 
Forschungslaboratorien ist, einige Vorteile, was dessen Beliebtheit und Einsatz in der 
Arzneistoffforschung und –entwicklung, z.B. für das toxikologische Screening biolo-
gisch wirksamer Substanzen, erklärt. [132, 134–137] 
5.1 Entwicklungsbiologie des Zebrafischs 
Der Zebrafisch ist ein wichtiger Modellorganismus in der biologischen, medizinischen 
und pharmakologischen Forschung. Die Hauptgründe dafür liegen in 
 der einfachen Haltung des Zebrafisches mit geringem Platzbedarf (siehe Abb. 
5-2),  
 der hohen Nachkommenzahl, 
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 der sehr schnellen, transparenten und extramateralen Embryonalentwicklung 
sowie 
 der einfachen genetischen Manipulierbarkeit. 
 
Abb. 5-2: Zebrafischlaboratorien des Zoologischen Instituts der TU Braunschweig 
Die größten Vorteile des Zebrafisches gegenüber anderen Modellorganismen sind 
die hohe Nachkommenzahl und der geringe Platzbedarf der Aquarien (siehe Abb. 
5-2). Ein Zebrafischweibchen kann alle 1-2 Tage mehrere Hundert Eier legen, was 
einer kurzen Generationszeit von etwa drei Monaten entspricht. [138, 139] 
 
Abb. 5-3: Entwicklungsstadien des Zebrafischembryos a) nach 4 Stunden b) nach 25 Stunden 
c) nach 50 Stunden [132] 
Die Ernährung des Embryos über den Dottersack macht in der ersten Lebenswoche 
eine Fütterung unnötig und damit die Nachzucht sehr einfach. Bereits einen Tag 
nach der Befruchtung ist der Embryo komplett als solcher zu erkennen. Am dritten 
Tag nach der Befruchtung kann der Zebrafischembryo bereits schwimmen und die 
meisten inneren Organe wie Herz, Leber, Niere und Verdauungstrakt sind vollständig 
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ausgebildet (siehe Abb. 5-3). Die Entwicklung des Embryos außerhalb des Mutteror-
ganismus verläuft schnell und transparent [140]. Die inneren Organe der Zebrafi-
schembryos lassen sich deshalb mittels einfacher Mikroskopie gut in den frühen 
Entwicklungsstadien beobachten. [132, 139, 141–143] Da der Zebrafisch ebenfalls 
den Wirbeltieren angehört, gleichen die meisten biologischen Prozesse des Zebrafi-
sches weitgehend dem Menschen [144]. Um auch spätere Entwicklungsstadien der 
Organe und deren Funktion beobachten zu können, wurden gezielt genetische Mani-
pulationen und Kreuzungen vorgenommen. Die Phänotypen der erzeugten Mutanten 
zeigen typische menschliche Krankheitsbilder. So ist es mit genetisch veränderten 
adulten Zebrafischen möglich, gezielt die Metastasierung eines implantierten Tumors 
zu beobachten. [145–147] 
5.2 Toxikologisches Screening von Arzneistoffen 
Neben der oben erwähnten Möglichkeit der genetischen Manipulation von Zebrafi-
schen zur gezielten Beobachtung von Metastasierung von implantierten Tumoren ist 
es auch möglich Zebrafische zu verwenden, die den Phänotyp eines bestimmten 
Krankheitsbildes aufweisen, um die Wirkung von potentiellen Arzneistoffen präkli-
nisch zu untersuchen. Die wichtigste Anwendungsmöglichkeit des Zebrafischembry-
os ist jedoch der Einsatz für das Screening auf Arzneistofftoxizität, da viele klinische 
Studien von zunächst vielversprechenden Arzneistoffen aufgrund von unerwarteten 
toxischen Nebeneffekte abgebrochen werden müssen [138, 143]. Die in vivo-
Toxizität von potentiellen Arzneistoffen wird standardmäßig in Mäusen, Raten oder 
Hunden untersucht. Das Toxizitätsscreening mit diesen Tieren ist jedoch ein sehr 
zeit- und kostenintensiver Schritt der Arzneistoffentwicklung, weshalb in den letzten 
Jahren verstärkt nach Alternativen gesucht wurde. Der Zebrafisch stellt aufgrund sei-
ner hohen Nachkommenzahl, der transparenten Entwicklung des Embryos außerhalb 
des Mutterorganismus sowie der geringen benötigten Substanzmenge (der Zebra-
fisch ist wesentlich kleiner als andere Labortiere) eine solche Alternative dar und er-
möglicht den vergleichsweise schnellen und preiswerten Einsatz zu in vivo-




Abb. 5-4: Übersicht über die Durchführung des Screening auf Toxizität im Zebrafischembryo 
Es werden Mengen der Testsubstanz im Nano- bzw. Mikrogrammbereich benötigt 
und das Experiment lässt sich von der Verpaarung der Fische bis zum Ergebnis in 
einer Woche durchführen. Für das Screening von Arzneistoffen auf Toxizität werden 
i.d.R. genetisch unveränderte Zebrafische verwendet, da in ersten präklinischen Ex-
perimenten unspezifische, generalisierte toxische Effekte von biologisch aktiven 
Substanzen identifiziert werden sollen. Bei dieser Methode wird die Testsubstanz 
nicht wie bei der Maus in das Versuchstier injiziert, sondern direkt in das Fischwas-
ser, in dem die Zebrafischembryos leben, gegeben. Auf diesem Wege wird die 
Testsubstanz vom Zebrafisch über die Haut oder Kiemen absorbiert [148]. In Abb. 
5-4 ist die Durchführung des Screening auf Toxizität von potentiellen Arzneistoffen in 
einem einfachen Schema zur Übersicht dargestellt. Die Zielparameter dieses Expe-
riments sind die Letalität bzw. Überlebensrate der Zebrafischembryos sowie Fehlbil-
dungen der Organe. Ein toter Fisch lässt sich leicht anhand eines fehlenden Herz-
schlages unter dem Mikroskop identifizieren. [137, 138, 143, 149] Bei einem entspre-
chenden Versuchsaufbau können verschiedene Konzentrationen der Testsubstanz 
verwendet werden. So ist es möglich konzentrationsabhängige Effekte im Zebrafi-
schembryo zu beobachten und eventuelle Rückschlüsse auf die therapeutische Brei-
te des potentiellen Arzneistoffs zu ziehen. Diese therapeutische Breite bzw. die be-
stimmte LC50-Konzentration (mittlere letale Konzentration, engl. lethal concentration) 
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der Testsubstanz im Zebrafisch sind natürlich nicht ohne weiteres auf den Menschen 
übertragbar. Aktuelle Untersuchungen an über 100 Testsubstanzen des US-
amerikanischen Krebsforschungszentrums National Cancer Institute (NCI) haben 
jedoch gezeigt, dass die erhaltenen LC50-Werte im Zebrafisch mit den Zielparame-
tern Teratogenität und Organtoxizität mit den bekannten LD50-Werten (mittlere letale 
Dosis, ermittelt aus einer kontrollierten Einzeldosis) im Menschen auffallend ähnlich 
sind. Für die Arzneistoffentwicklung bietet der Zebrafisch ein einfaches Modell für die 
Beurteilung unspezifischer, toxischer Effekte der Testsubstanzen auf die Embryonal-
entwicklung und den Gesamtorganismus. Die erhaltenen Daten sind wertvoll für die 
weitere Forschung in der frühen Phase der Arzneistoffentwicklung und könnten zu 
sicheren Arzneimitteln führen. Das hat die internationale Organisation für wirtschaftli-
che Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) dazu veranlasst, ein Standardexpe-
riment für das Toxizitätsscreening von potentiellen Arzneistoffstoffen mit dem Zebra-
fisch als Modellorganismus zu validieren. [137, 143]  
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6. Atomabsorptionsspektrometrie zur Analytik von 
Metallen im biologischen Material 
Die Atomabsorptionsspektrometrie ist ein analytisches Verfahren zur quantitativen 
und qualitativen Analyse von verschiedenen Elementen, in erster Linie von Metallen 
und Halbmetallen. In der Arzneistoffentwicklung ist die hochsensitive Bestimmung 
von Metallen und Metallverbindungen in biologischem Material für die Untersuchung 
der Bioverteilung neuer potentieller Arzneistoffe, die ein Metall als Zentralatom ent-
halten, ein wichtiges Verfahren, das sich mit der instrumentellen Analysetechnik der 
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) realisieren lässt. [150]  
Insbesondere die neuste Technik der hochauflösenden Atomabsorptionsspektromet-
rie mit Kontinuumstrahler und verbesserter Untergrundkorrektur (HR-CS AAS, engl. 
high-resolution continuum source AAS) stellt ein schnelles und zuverlässiges Verfah-
ren zur Metallquantifizierung dar [151]. Das einzige derzeit auf dem Markt befindliche 
Gerät mit dieser instrumentellen Neuerung ist das contrAA® 700 von Analytik Jena 
(siehe Abb. 6-1). 
 
Abb. 6-1: contrAA® 700 von Analytik Jena am Institut für Medizinische und Pharmazeutische 
Chemie der TU Braunschweig 
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6.1 Messprinzip der Atomabsorptionsspektrometrie 
Das Messprinzip der Atomabsorptionsspektrometrie beruht auf der Abschwächung 
der Intensität eines Lichtstrahls durch das Anregen von Atomen im Grundzustand. 
Zur Anregung von Atomen ist abhängig vom zu bestimmenden Element eine be-
stimmte Wellenlänge, die der Resonanzlinie entspricht, erforderlich.  
Als Messgröße wird die Absorption (Aλ) verwendet, die als Logarithmus des Verhält-
nisses der in die Probe eingestrahlten Lichtintensität (I0), zu der durch die Atome ab-
geschwächten Lichtintensität (I) definiert ist.  
     
  
 
       
Formel 6-1: Lambert-Beer’sche Gesetz (Aλ: Absorption, I0: eingestrahlte Lichtintensität, I: ab-
geschwächte Lichtintensität, c: Konzentration, b: Schichtdicke) 
Die Beziehung zwischen der Absorption (Aλ), Schichtdicke (b) und Konzentration ei-
ner Lösung (c) wird mithilfe des Lambert-Beer‘schen Gesetz [152] beschrieben, wel-
ches bei der Atomabsorptionsspektroskopie ebenfalls praktische Bedeutung besitzt. 
Der Proportionalitätsfaktor des Gesetzes ist der molare Absorptionskoeffizient ε, der 
der Absorption einer einmolaren Lösung bei einer Schichtdicke b von 1 cm und der 
Wellenlänge λ entspricht. Das Lambert-Beer’sche Gesetz wurde i  Jahr 1852 von 
August Beer als Erweiterung des von Pierre Bouguer [153] und Johann Heinrich 
Lambert [154] mehr als 1000 Jahre zuvor formulierten Gesetz definiert. Für die 
Atomabsorptionsspektrometrie gilt es streng genommen nur mit Einschränkungen, 
da die Schichtdicke und der Atomabsorptionskoeffizient bei der AAS aufgrund der 
schwankenden Versuchsbedingungen keine konstanten Größen darstellen. Für nied-
rige Konzentrationen ist es dennoch von praktischer Relevanz. Mithilfe von Standard-
lösungen einer Referenz werden die Absorptionen bekannter Konzentrationen ge-
messen und eine Kalibriergerade erstellt. Aus dieser Kalibriergerade können die 
Konzentrationen unbekannter Lösungen bei bekannter Absorption abgelesen wer-
den. Man bezeichnet dieses Messverfahren auch als relatives Messverfahren, weil 
immer der Vergleich mit Referenzstandards für die Auswertung erforderlich ist. 
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6.2 Aufbau eines Atomabsorptionsspektrometers 
Ein Atomabsorptionsspektrometer besteht im Wesentlichen aus vier Bauteilen: der 
Lichtquelle, der Atomisierungseinheit, dem Monochromator und dem Detektor [155]. 
Der Aufbau ist in Abb. 6-2 am Beispiel eines hochauflösenden Atomabsorptions-
spektrometers mit Kontinuumstrahler schematisch dargestellt. 
 
Abb. 6-2: Schematischer Aufbau einer HR-CS AAS nach Resano et al. und Welz et al. [156, 157] 
Die Lichtquelle ist bei der hochauflösenden Atomabsorptionsspektrometrie eine Xe-
nonkurzbogenlampe. Dabei handelt es sich um eine kontinuierliche Strahlungsquelle, 
die für den gesamten Spektralbereich von 190-900 nm eingesetzt werden kann. In 
der Atomisierungseinheit erfolgt die Atomisierung der Atome, wobei sie in den gas-
förmigen Zustand überführt werden. Zur Atomisierung können Flammen oder Gra-
phitrohröfen eingesetzt werden. Je nach verwendeter Atomisierungseinheit werden 
die ergänzenden Bezeichnungen Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie (F-AAS) 
bzw. Graphitrohrofen-Atomabsorptionsspektrometrie (GF-AAS) verwendet. Bei der F-
AAS wird die Probe bevor sie in die Luft-Acetylen-Flamme zur Atomisierung gelangt 
mit Hilfe eines Zerstäubers in ein Aersol überführt. Bei der GF-AAS wird eine defi-
nierte Probenmenge in ein Graphitrohr injiziert, wo sie durch Erhitzen atomisiert wird. 
Das Aufheizen des Graphitrohrs erfolgt in mehreren Temperaturschritten, die ge-
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meinsam zu einem optimalen Messsignal mit minimalem Untergrund beitragen. Die 
einzelnen Schritte und die Relevanz eines Standardprogramms der GF-AAS ist in 
Tab. 6-1 gelistet. 
 
Tab. 6-1: Standard-Temperatur-/Zeitprogamm für die GF-AAS 
Schritt Vorgang Temperatur 
1. Trocknung: Lösungsmittel werden entfernt und die Probe 
wird getrocknet. 
max. 100 °C 
2. Trocknung: Vollständige Trocknung der Probe max. 400 °C 
3. Pyrolyse: Entfernen von organischem Material 400-1500 °C 
4. Atomisierung: Bei einer elementspezifischen Temperatur wird 
die Probe atomisiert. 
1500-2600 °C 
5. Ausheizen: Bei hohen Temperaturen um Probenreste im 
Graphitrohr vollständig zu entfernen. 
2500-2800 °C 
 
Der Monochromator isoliert aus dem gesamten Lichtspektrum eine bestimmte Wel-
lenlänge. Dafür werden Gitter verwendet, die den Lichtstrahl beugen. Die Zahl der 
Gitterfurchen bestimmt dabei die Auflösung. In der HR-CS AAS ist ein Echelle-Gitter 
verbaut, bei dem es sich um ein besonders effizientes Beugungsgitter handelt. Die-
ses ist zusätzlich mit einem Prisma kombiniert. Diese Kombination ermöglicht die 
simultane Erfassung mehrerer Wellenlängen. 
In der Atomabsorptionsspektrometrie wird ein CCD-Detektor, ein Sekundärelektro-
nenvervielfacher, zur Messung der Lichtintensität verwendet. Das Besondere an dem 
Detektor ist, dass jedes Pixel unabhängig voneinander und simultan ausgewertet 
werden kann. Dadurch wird ein gutes Signal/Rausch-Verhältnis erhalten und mithilfe 
von Korrekturpixeln (Pixel abseits der gemessenen zentralen Pixel) können Interfe-
renzen wie z.B. eine kontinuierliche Untergrundabsorption erfasst und eliminiert wer-
den. Es ist eine Auswertung über einen Bereich von 200 Pixeln möglich. 
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Ein klassisches Atomabsorptionsspektrometer unterscheidet sich von dem hier erläu-
terten hochauflösenden Atomabsorptionsspektrometer mit Kontinuumstrahler in eini-
gen Bauteilen. Die Unterschiede sowie Vor-/Nachteile sind unter 6.3 näher erläutert. 
6.3 Vorteile der HR-CS AAS gegenüber der AAS 
Die Vorteile der hochauflösenden Atomabsorptionsspektrometrie mit Kontinuum-
strahler gegenüber der klassischen Atomabsorptionsspektrometrie liegen in der Xe-
nonkurzbogenlampe, bei der es sich um eine kontinuierliche Strahlungsquelle han-
delt, und dem CCD-Detektor, der simultan und unabhängig arbeitet [158]. Aufgrund 
der Xenonkurzbogenlampe entfällt der Wechsel der Hohlkathodenlampe zwischen 
den Messungen unterschiedlicher Elemente. Sie kann für den gesamten Spektralbe-
reich von 190 bis 900 nm eingesetzt werden. Das erleichtert die Handhabung von 
Routinemessungen enorm und bietet zudem eine Zeitersparnis, was die AAS-
Messung und damit die Arzneistoffentwicklung effizienter macht. Durch die höhere 
Strahlungsintensität der Xenonkurzbogenlampe wird außerdem das Signal-Rausch-
Verhältnis verbessert. 
 
Abb. 6-3: 3D-HR-CS AAS-Signal von Titan (1,5 ppm) bei 364,27 nm 
Mithilfe des CCD-Detektors kann ein spektraler Bereich von 200 Pixel, was etwa 0,4 
nm entspricht, vermessen werden. Deshalb liefert die neue hochauflösende Technik 
im Gegensatz zur klassischen AAS, wo nur bei einer Wellenlänge gemessen werden 
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kann, ein Signal mit 3 Dimensionen (3D-Signal). Neben der Zeit und Absorption ist 
als dritte Achse die Wellenlänge dargestellt. (siehe Abb. 6-3) Das bietet den großen 
Vorteil, dass Informationen über die spektrale Umgebung abseits des Analytensig-
nals erhalten werden. Die Untergrundgrundkorrektur der HR-CS AAS korrigiert mög-
liche spektrale Störungen vollautomatisch und erleichtert die Messroutine zusätzlich. 
Außerdem wird die Entwicklung neuer Methoden für beispielsweise die zuverlässige 
Elementquantifizierung in komplizierten biologischen Matrices durch das Sichtbar-
machen spektraler Interferenzen für den Analytiker stark erleichtert. [156, 157] 
Einen weiteren Vorteil der HR-CS AAS ist die bessere Auflösung, die durch die Ver-
wendung eines Doppelmonochromators (Echelle-Gitter und Prisma) bedingt ist. 
Alle genannten Vorteile der HR-CS AAS zur klassischen AAS sind in Tab. 6-2 in ei-
ner vergleichenden Übersicht zur besseren Veranschaulichung dargestellt. 
 
Tab. 6-2: Übersicht der Vorteile der HR-CS AAS 





nicht  ür jedes Ele ent so ort  essbe-
reit 
 
 essbereit  ür jedes Ele ent und jede 
Wellenlänge 
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  essung einer besti  ten Wel-
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Xenonkurzbogenla  e  
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Do  el onochro ator  ür eine höhere 
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Si ultan essung von Ato absor tion 
und Untergrundabsor tion durch CCD-
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 Vollautomatische und bessere 
Untergrundkorrektur 
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7. Synthese von neuartigen Titan(IV)-Komplexen 
Die Synthesen der Titan-Salan-Komplexe (siehe Abb. 7-1) wurden am Institut für An-
organische Chemie der Hebrew University of Jerusalem in Israel im Arbeitskreis von 
Prof. Dr. Edit Tshuva durchgeführt. 
Die Synthese des Titankomplexes Titanocen Y wurde an der UCD School of Che-
mistry and Chemical Biology des University College Dublin in Irland im Arbeitskreis 
von Dr. Matthias Tacke durchgeführt [30]. 
7.1 Synthese und Stabilität von Titan-Salan-Komplexen 
 
Abb. 7-1: Titan-Salan-Komplexe Ti(L
1-7
)(OiPr)2 
Bei den Titan-Salan-Komplexen handelt es sich um eine neue Titan(IV)-Komplex-
Familie, bei der das Titanatom N/O-koordiniert ist und die ein Diaminobisphenolato 
(Salan)-Liganden als Rückgrad besitzt. Die Titan-Salan-Komplexe Ti(L1-5)(OiPr)2 
wurden bei Raumtemperatur aus den entsprechenden Liganden H2L
1-5 als Präkursor 
nach einer bereits publizierten Methode in einer Ein-Schritt-Reaktion synthetisiert 
[160–163]. Dazu wurde H2L
1-5 mit einem Äquivalent Ti(OiPr)4 in Diethylether bei 
Raumtemperatur unter Argon-Atmosphäre umgesetzt (siehe Abb. 7-2). Die entstan-
denen gelben Kristalle wurden durch Einengen am Rotationsverdampfer und/oder 
Filtration isoliert. 
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Abb. 7-2: Syntheseschema der Titan-Salan-Komplexe Ti(L
1-5
)(OiPr)2 
Es wurden dabei quantitative Ausbeuten erzielt. Die synthetisierten Titan-Salan-
Komplexe sind C2-symmetrische Komplexe mit den beiden Phenolato-Gruppen in 
trans-Position und den beiden Isopropoxo-Gruppen in cis-Position. 
Die Liganden H2L
1-5 wurden zuvor aus dem entsprechend substituierten Phenol, 
Formaldehyd und dem N,N-disubstituierten Amin in einer Mannich-Reaktion herge-
stellt [164]. Die Mannich-Reaktion ist eine bekannte Namensreaktion der Organi-
schen Chemie. Dabei handelt es sich um die Aminoalkylierung von einer CH-aciden 
Verbindung (hier: Alkin) mit einem Aldehyd (hier: Formaldehyd) und einem primären 
oder sekundären Amin (hier: N,N-disubstituierten Amin). Formal ist die Mannich-
Reaktion eine Kondensationsreaktion, da während der Reaktion Wasser abgespalten 
wird. Der Mechanismus der Reaktion (siehe Abb. 7-3) kann in zwei Schritte aufgeteilt 
werden: 
1. Bildung des mesomerie-stabiliserten Carbenium-Iminium-Ions 
2. Aminoalkylierung der CH-aciden Verbindung 
Man erhält so eine β-Aminocarbonylverbindung, die auch als Mannich-Base be-
zeichnet wird. 
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Abb. 7-3: Reaktionsmechanismus der Mannich-Reaktion 
Die Liganden H2L
6-7 für die Synthese der Titan-Salan-Komplexe Ti(L6-7)(OiPr)2 wur-
den nach einer alternativen Methode hergestellt, da die Mannich-Reaktion ein uner-
wünschtes Produkt lieferte [165]. Dazu wurde eine Zwei-Schritt-Reaktion, die auf der 
Kondensation eines 2-Hydroxy-5-methylbenzaldehyds mit dem SS- bzw. RR-1,2-
Diaminocyclohexan und anschließender Reduktion mit NaBH4 beruht, durchgeführt 
[166, 167]. Die erhaltenen Enantiomere H2L
6 und H2L
7 wurden anschließend, wie 
oben für die Liganden H2L
1-5 beschrieben, mit Ti(OiPr)4 in Tetrahydrofuran (THF) un-
ter Argon-Atomsphäre zu den Titan-Salan-Komplexen Ti(L6)(OiPr)2 und  Ti(L
7)(OiPr)2 
umgesetzt (siehe Abb. 7-4). 
 
Abb. 7-4: Stereoselektive Synthese der Titan-Salan-Komplexe Ti(L
6-7
)OiPr)2 
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Auf die Identität, Strukturaufklärung und stereoselektive Reinheit der Titan-Salan-
Komplexe wird an dieser Stelle nicht näher eingegangen, da die entsprechenden 
Daten in verschiedenen Publikationen nachzulesen sind [37, 160, 168–171]. 
 
Tab. 7-1: Halbwertszeiten (t1/2) ausgewählter Titan-Salan-Komplexe in H20/THF (1:9) bei RT. (MW 
± Stabw.)  
Komplex t½ (h) 
Ti(L1)(OiPr)2 290 
± 30 [171] 
Ti(L2)(OiPr)2 5 [170] 
Ti(L5)(OiPr)2 130 
± 30 [171] 
 
Für die biologische Testung potentieller Arzneistoffe und deren weitere Entwicklung 
spielt die hydrolytische Stabilität eine entscheidende Rolle. In verschiedenen Expe-
rimenten (UV/Vis- und 1H-NMR-basierte Studien, Kristallstrukturanalyse) wurden re-
präsentative Vertreter der neuen Substanzklasse der Titan-Salan-Komplexe hinsicht-
lich ihrer Stabilität unter biologisch relevanten Bedingungen untersucht [170, 171]. 
Wie in Tab. 7-1 zu sehen ist, weisen die Titan-Salan-Komplexe eine Halbwertszeit 
von einigen Stunden bis zu mehreren Tagen auf.  
Für alle folgenden biochemischen Untersuchungen wurde die o-Bromid-substituierte 
Verbindung Ti(L1)(OiPr)2 als Leitstruktur der Substanzklasse der Titan-Salan-
Komplexe ausgewählt. 
7.2 Synthese, Strukturaufklärung und Stabilität von 
Titanocen Y 
Bei dem Titankomplex Titanocen Y handelt es sich um einen Sandwichkomplex, der 
sich von der Leitsubstanz Titanocendichlorid (siehe 1.3.1), welches sich in den 
1990er in der klinischen Prüfung befand, nur durch einen zusätzlichen p-
Methoxybenzyl-Liganden am Cyclopentadienyl-Ringsystem unterscheidet (siehe 
Abb. 7-5). Dadurch wird eine bessere Wasserlöslichkeit und hydrolytische Stabilität 
erzielt (siehe 1.3.1). 
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Abb. 7-5: Strukturen relevanter Titanocene 
Die Synthese von Titanocen Y erfolgte ausgehend vom Lithium-cyclopentadienyl-
Intermediat in Tetrahydrofuran (THF) durch Hinzugabe eines halben Äquivalentes 
TiCl4 bei 0 °C und anschließendem Rückflusserhitzen für 16 Stunden (siehe Abb. 
7-6). Nach verschiedenen Filtrations- und Aufreinigungsschritten wurde das Produkt 
als braunes Pulver mit ca. 50 %-iger Ausbeute erhalten. [30] 
Auf die Reinheit und Strukturaufklärung von Titanocen Y wird an dieser Stelle nicht 
näher eingegangen, da die entsprechenden Daten publiziert worden sind [30]. 
Die Halbwertszeit von Titanocen Y in Wasser liegt bei über 168 Stunden (unpublizier-
te Daten von Dr. Matthias Tacke, UCD School of Chemistry and Chemical Biology, 
University College Dublin). 
 
Abb. 7-6: Syntheseschema von Titanocen Y 
7.3 Zusammenfassung 
Die neuartigen Titan(IV)-Komplexe mit Salan- bzw. Cyclopentadienyl-Liganden wur-
den mit ausreichender Reinheit erfolgreich synthetisiert und charakterisiert. 
Biochemische Untersuchungen zum Wirkmechanismus von neuartigen Titan(IV)-Komplexen  
61 
8. Entwicklung einer HR-CS AAS-Methode zur 
Titanquantifizierung 
Um die Bioverteilung und Bioverfügbarkeit eines Arzneistoffs zu untersuchen, ist die 
quantitative Bestimmung der Wirkstoffkonzentration in der Zelle unerlässlich. Ob ein 
Arzneistoff in die Zelle aufgenommen wird oder nicht, ist außerdem für die Identifika-
tion des Arzneistofftargets eine wichtige Information (siehe Kapitel 3).  
Für die Quantifizierung der zellulären Konzentration von metallbasierten Wirkstoffen 
stellt die hochauflösende Atomabsorptionsspekrometrie mit Kontinuumstrahler (HR-
CS AAS) ein selektives und sensitives Verfahren dar (siehe 6.3). Es ist eine neue 
AAS-Technologie, die eine simultane Untergrundkorrektur bietet und Metalle mit 
niedrigen Nachweisgrenzen bestimmen kann. [150, 172–175] Daneben existieren 
weitere hoch entwickelte Analysetechniken, wie die Massenspektrometrie mit induk-
tiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) oder die Totalreflexions-
Röntgenfluoreszenzanalyse (TXRF), die sich für die Bestimmung von Spurenmetall-
konzentrationen eignen [176–178]. 
In der Literatur sind wenige Publikationen über die Titanquantifizierung in biologi-
schem Material zu finden. Einhäuser et al. berichten über eine Bestimmung mittels 
optischer Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) und 
konventioneller Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) [179]. Für die Untersuchung 
der Zellaufnahme und Bioverteilung von Titankomplexen sollte eine HR-CS AAS-
basierte Methode entwickelt werden, die bekannte Probleme der AAS-basierten Ti-
tanbestimmung, wie Memory-Effekte, Tailing [179, 180] und Überrolleffekte [181, 
182], weitgehend eliminiert. Die Optimierung des Analyseverfahrens zur Titanquanti-
fizierung in biologischem Material umfasste die Optimierung des Temperatur-
/Zeitprogamms des Graphitofens und die Untersuchung von Matrix- und Modifikator-
effekten auf das erhaltene Messsignal sowie die gemessenen Absorptionswerte. 
Auch eine kurze Validierung der neuen Methode wurde durchgeführt. Die genauen 
Versuchsbedingungen sind unter 20.2.1 nachzulesen. 
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8.1 Optimierung des Temperatur-/Zeitprogamms 
Der erste Schritt des Optimierungsprozesses beinhaltete die Anpassung der ver-
schiedenen Trocknungsschritte des Temperatur-/Zeitprogamms. Dabei handelte es 
sich um einen wichtigen Schritt, da sichergestellt werden musste, dass keine organi-
schen Lösemittel und wässrigen Bestandteile mehr in der Probe sind, bevor die Pyro-
lyse, bei der das verbleibende organische Material, die sog. Matrix, entfernt wird und 
die abschließende Atomisierung des Metallatoms erfolgt. Dafür wurde die integrierte 
Ofenkamera des verwendeten HR-CS AAS-Instruments verwendet, mit dessen Hilfe 
die Probe kontinuierlich beim Ablauf der Trocknungsschritte hinsichtlich Blasenbil-
dung und verbleibenden flüssigen Bestandteilen beobachtet werden konnte. Die an-
schließende Optimierung der Atomisierungs- und Pyrolysetemperatur erfolgte nach 
einer von Welz et al. publizierten Methode [159, 183]. Die Methode basiert auf einer 
schrittweisen Erhöhung der Pyrolysetemperatur um 100 °C, während die Atomisie-
rungstemperatur konstant bei einer bestimmten Temperatur gehalten wird.  Die Op-
timierung der Atomisierungstemperatur erfolgte in analoger Weise: die Atomisie-
rungstemperatur wurde schrittweise erhöht, während die Pyrolyse bei einer definier-
ten Temperatur erfolgte.  
In einem ersten Experiment zur Optimierung der Pyrolyse wurde die Atomisierungs-
temperatur auf 2600 °C eingestellt, im zweiten Experiment lag sie bei 1700 °C. Die 
Pyrolysetemperatur wurde in beiden Experimenten in 100 °C-Schritten von 700 °C 
bis 1600 °C erhöht.  Die Temperaturerhöhung bei einer Atomisierungstemperatur von 
2600 °C führte zu einem anfänglich starken Verlust der Signalintensität und einem  
sich anschließenden Plateau bei einer Pyrolysetemperatur von 1100 °C bis 1600 °C 
(siehe Abb. 8-1 oben). Im zweiten Experiment, bei der die Atomisierungstemperatur 
1700 °C betrug, konnte bei keiner der verwendeten Pyrolysetemperaturen im Bereich 
von 700 °C bis 1600°C eine Absorption gemessen werden.  
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Abb. 8-1: Optimierung des Temperatur-/Zeitprogamms im Graphitofen mit wässrigen Titan-
Standardlösungen (c = 1500 µg/L). Oben: Pyrolysetemperatur, unten: Atomisierungstempera-
tur. (MW ± Stabw., n = 2) 
Für die Optimierung der Atomisierungstemperatur wurden zwei verschiedene Pyroly-
setemperaturen aus dem konstanten Plateaubereich (1100-1600 °C) ausgewählt. Die 
gewählten Pyrolysetemperaturen von 1100 °C und 1400 °C führen zwar zu einem 
Verlust der Signalintensität (im Vergleich zur Intensität bei einer niedrigeren Pyroly-
setemperatur), jedoch bieten sie den Vorteil einer robusteren Methode, weil Tempe-
raturveränderungen einen geringeren Einfluss hatten. Der Optimierungsprozess star-
tete bei einer Atomisierungstemperatur von 1800 °C und zeigte einen starken An-
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stieg der Signalintensität bei Atomisierungstemperaturen über 2400 °C (siehe Abb. 
8-1 unten). Diese Beobachtung erklärte zudem die fehlenden Absorptionswerte bei 
einer Atomisierungstemperatur von 1700 °C im ersten Experiment. Atomisierungs-
temperaturen über 2600 °C wurden nicht untersucht, da sich hohe Temperaturen auf 
die Lebensdauer des Graphitrohrs auswirken, was die Analysemethode aus wirt-
schaftlichen Gründen unattraktiv machen würde. Wie aus dem vorherigen Experi-
ment erwartet, lieferten beide verwendeten Pyrolysetemperaturen ähnliche Signalin-
tensitäten. 
Anhand der vorgestellten Ergebnisse wurde für die Pyrolyse eine Temperatur von 
1400 °C und für die Atomisierung eine Temperatur von 2600 °C für alle weiteren Tit-
anmessungen gewählt. Zusätzlich wurden dem Temperatur-/Zeitprogamm zwei Aus-
heizschritte hinzugefügt, um die für Titan-HR-CS AAS-Signale bekannten Memory-
Effekte, die auf der Carbildbildung des Titans mit dem Graphitrohr beruhen, zu ver-
meiden (siehe 20.2.2 für eine tabellarische Übersicht des optimierten Temperatur-
/Zeitprogamms). 
 
Abb. 8-2: 3D-HR-CS AAS-Signale von Titan bei 364,2675 nm nach der Optimierung des Tempe-
ratur-/Zeitprogramms 
In Abb. 8-2 ist das HR-CS AAS-Signal nach der Optimierung des Temperatur-
/Zeitprogamms dargestellt. Zum Vergleich ist in Abb. 8-3 das HR-CS AAS-Signal vor 
dem Optimierungsprozess mit den nicht idealen Temperaturen für den Atomisie-
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rungs- und Pyrolyseschritt  zu sehen. Es ist ein Signal zu sehen, das  rasch ein Ma-
ximum erreicht, welches danach aber zuerst wieder abfällt bevor es erneut ansteigt 
(Überrolleffekt) und schlußendlich langsam zur Basislinie zurückkehrt (Tailing). Diese 
beiden Effekte (Tailing und Überrolleffekt) sind, wie der Memory-Effekt, in der Car-
bidbildungsneigung des Titans begründet. 
 
Abb. 8-3: 3D-HR-CS AAS-Signale von Titan bei 364,2675 nm vor der Optimierung des Tempera-
tur-/Zeitprogamms 
8.2 Untersuchung von Matrix- und Modifikatoreneffekten 
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Proteinkonzentration einer Probe einen Ein-
fluss auf die Intensität des HR-CS AAS-Messsignals haben kann [183–185]. Da mit 
dem optimierten Temperatur-/Zeitprogamm für Titanbestimmungen Messungen in 
biologischem Material, das per se hohe Proteinkonzentrationen sowie verschiedene 
Anionen und Kationen enthält, durchgeführt werden sollen, wurde der Einfluss der 
sog. Matrix auf die gemessene Absorption näher untersucht. Dazu wurden in zusätz-
lichen Experimenten die gemessenen Absorptionen von wässrigen Titan-
Standardlösungen mit den erhaltenen Werten für Titanproben, die einen bestimmten 
Proteingehalt aufweisen, verglichen. Als Matrix wurde eine Zellsuspension mit einer 
Proteinkonzentration von 0,55 mg/mL, sowie einer doppelt so hohen Proteinkonzent-
ration (1,10 mg/mL) verwendet. Es wurden Messungen mit zwei verschiedene Pro-
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teinkonzentrationen durchgeführt, um Informationen darüber zu erhalten, ob nur die 
Anwesenheit von Matrixbestandteilen relevant für eine eventuelle Abschwächung 
des Messsignals ist oder ob konzentrationsabhängige Effekte zu beobachten sind. 
Die Ergebnisse sowie die berechneten linearen Funktionen der drei Messreihen sind 
in Abb. 8-4 dargestellt.  
 
Abb. 8-4: Einfluss der Matrixproteinkonzentration auf die Signalintensität von Titan-
Standardlösungen. (MW, n = 3) 
Bei Verwendung des zuvor optimierten Temperatur-/Zeitprogamms für Titanmessun-
gen (siehe 8.1) zeigen die Kalibrierfunktionen der wässrigen Proben als auch der 
Matrix-Proben eine ausreichende Linearität mit einem Korrelationskoeffizienten r2, 
der größer als 0,970 ist. Der Korrelationskoeffizient stellt ein Maß für den Grad des 
linearen Zusammenhangs dar. 
Bei einem direkten Vergleich der erzielten Absoprtionswerte für die wässrigen Pro-
ben und Matrix-Proben bei gleicher Titankonzentration, sind jedoch insbesondere bei 
geringen Titankonzentrationen abweichende Werte zu erkennen. 
Neben dem Einfluss der biologischen Matrix auf die Intensität des Absorptionssignals 
wurde auch der Einfluss verschiedener Detergenzien, den sog. Modifikatoren, unter-
sucht. Der Zusatz von Modifikatoren kann die Signalintensität verstärken, was insbe-
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sondere bei geringen Konzentrationen des Analyten in der Probe ein gewünschter 
Effekt ist [183, 186, 187]. Als Modifikatoren wurden Ascorbinsäure, Salzsäure und 
Salpetersäure verwendet, da Welz et al. von einem stabilisierenden Effekt der pH-
Wert-Reduktion auf Metalllösungen berichteten [159]. Neben den Modifikatoren wur-
de allen Matrix-Proben eine 1 %-ige Lösung von Triton®-X100 zugesetzt, um die 
Suspension zu stabilisieren.Bei Triton®-X100 handelt es sich um ein nichtionisches 
Tensid aus der Gruppe der Octylphenolethoxylate, das als Detergens verwendet 
wird, um die Oberflächenspannung herabzusetzen und Proteine zu solubilisieren. Bei 
den wässrigen Proben entfiel dieser Zusatz. 
 
Abb. 8-5: Einfluss von verschiedenen Modifikatoren (Ascorbinsäure 10 g/L; Salzsäure 18 % 
(v/v), Salpetersäure 13 % (v/v)) auf die gemessene Absorption einer Titan-Standardlösung 
(1500 µg/L) in Wasser und in zwei verschiedenen Matrix-Konzentrationen (c1: 0,55 mg/mL, c2: 
1,10 mg/mL). (n = 1)  
Die drei als Modifikatoren verwendeten Säuren übten einen unterschiedlichen Ein-
fluss auf das Absorptionssignal in wässrigen Proben aus (siehe Abb. 8-5). Salzsäure 
hatte keinen Einfluss auf die Signalintensität, während Ascorbinsäure und Salpeter-
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säure die gemessenen Absorptionswerte im Vergleich zum Messwert ohne Zusätze 
verdreifachten bzw. verdoppelten. In den Matrix-Proben mit niedriger Proteinkonzent-
ration (c1 = 0,55 mg/mL) zeigte sich ein negativer Einfluss des Säurezusatzes allge-
mein in Form einer verminderten Signalintensität. Im Gegensatz dazu waren bei ho-
hen Proteinkonzentrationen (c2 = 1,10 mg/mL) positive Effekte zu beobachten. Am 
stärksten konnte die gemessene Absorption durch den Zusatz von Salpetersäure 
erhöht werden. Salpetersäure besitzt neben den sauren Eigenschaften zusätzlich 
eine leicht oxidierende Wirkung, was bei der Salzsäure und Ascorbinsäure nicht der 
Fall ist. Die mögliche Oxidation der Metalle scheint vorteilhaft im Bezug auf eine effi-
ziente Atomisierung zu sein. Nichtsdestotrotz war der Verstärkungseffekt der Salpe-
tersäure bei der Proteinsuspension nicht so deutlich ausgeprägt wie in den wässri-
gen Proben. Bei der Verwendung von Ascorbinsäure, die als Antioxidans neben den 
sauren Eigenschaften auch reduzierende Eigenschaften besitzt, konnte ebenfalls nur 
eine starke Signalerhöhung in den wässrigen Proben beobachtet werden.  Beides 
könnte ein Hinweis darauf sein, dass die reduzierenden bzw. oxidierenden Eigen-
schaften der Ascorbin- bzw. Salpetersäure durch Matrixbestandteile ersetzt werden 
können. In diesen Experimenten wurde zusätzlich der Einfluss der Proteinkonzentra-
tion auf die gemessene Absorption deutlich (siehe Abb. 8-5). Bei geringen Protein-
konzentrationen erhöhte sich zunächst der Messwert, wohingegen er bei höheren 
Proteinkonzentrationen erniedrigt war.   
Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen wurde bei allen weiteren Experimenten in 
biologischem Material den Proben Salpetersäure als Modifikator zugesetzt. Außer-
dem wurden zu Kalibrierungszwecken stets Standardlösungen bzw. -suspensionen 
mit demselben Proteingehalt („matrix-matched calibration“) verwendet, um Signaler-
niedrigungen oder -erhöhungen durch verschiedene Proteinkonzentrationen auszu-
schließen. 
8.3 Validierung des Analysenverfahrens 
Ein analytisches Verfahren muss ein verlässliches und reproduzierbares Ergebnis 
liefern. Die dahingehende Prüfung eines Analyseverfahrens wird als Validierung be-
zeichnet. Sie stellt die Qualität und Eignung sicher. Es gibt zahlreiche nationale und 
internationale gesetzliche Regelungen, die genaue Anforderungen an die Validie-
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rungsprüfung definieren. Ein Beispiel dafür ist der europäische Leitfaden zur guten 
Herstellungspraxis (EG-GMP) [188], der die Validierung wie folgt definiert: 
„It is a requirement of GMP that manufacturers identify what validation work is need-
ed to prove control of the critical aspects of their particular operations. Significant 
changes to the facilities, the equipment and the processes, which may affect the 
quality of the product, should be validated.” [189]  (dt.: Nach den Prinzipien der Gu-
ten Herstellungspraxis (GMP) muss der Arzneimittelhersteller mit Hilfe der Validie-
rung die kritischen Aspekte des Herstellungsprozesses kontrollieren. Er muss die 
Einrichtungen, die Ausrüstung und die Prozesse, die die Qualität des Arzneimittels 
beeinflussen können, validieren.)    
Für die Validierung einer analytischen Methode wurde im Rahmen der internationa-
len Harmonisierung im Juni 1995 eine Leitlinie verabschiedet [190]. In dieser Leitlinie 
sind u.a. die typischen Parameter der Validierung dargelegt. Für die Prüfung der op-
timierten HR-CS AAS-Methode zur Titanbestimmung wurde kein vollständiges Vali-
dierungsverfahren nach den anerkannten gesetzlichen Vorschriften durchgeführt. Es 
wurden jedoch vier der typischen Validierungsparameter ausgewählt und untersucht 
(siehe Tab. 8-1): 
 die Präzision, 
 die Nachweisgrenze,  
 die Bestimmungsgrenze, 
 und die Empfindlichkeit. 
Die Präzision beschreibt die Streuung der Analysenergebnisse. Die Bestimmung er-
folgte aus der relativen Standardabweichung einer 12-fachen Injektion einer Probe 
mit je 200 µg/L und 1000 µg/L Titan-Standardlösung in einer Proteinsuspension (c = 
1,0 mg/mL). Definitionsgemäß handelt es sich bei diesem Verfahren um die Wieder-
holpräzision. Sie ist ein Maß für die Qualität und Reproduzierbarkeit von Messergeb-
nissen. Die Präzision der optimierten HR-CS AAS-Methode lag je nach Titankonzent-
ration zwischen 4 % und 6 %. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Titanbestimmung aus-
reichend präzise und reproduzierbar ist. 
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Tab. 8-1: Analytische Parameter der optimierten HR-CS AAS-Methode zur Titanbestimmung 
Analytische Parameter Wert 
Präzision (Ti: 200 µg/L) in Proteinsuspension (c = 1,0 mg/mL) 5,8 %  
Präzision (Ti: 1000 µg/L) in Proteinsuspension (c = 1,0 mg/mL) 3,9 % 
Nachweisgrenze in H2O 3,87 µg/L 
Bestimmungsgrenze in H2O 11,6 µg/L 
Nachweisgrenze in Proteinsuspension (c = 1,0 mg/mL) 48,9 µg/L 
Bestimmungsgrenze in Proteinsuspension (c = 1,0 mg/mL) 146,2 µg/L 
Charakteristische Konzentration 1,43 µg/L 
 
Die Nachweisgrenze (LOD, engl. limit of detection) ist definiert als die kleinste nach-
weisbare (detektierbare) Konzentration. Sie ist zu unterscheiden von der Bestim-
mungsgrenze (LOQ, engl. limit of quantification), bei der es sich um die kleinste 
quantifizierbare Konzentration handelt. Für dessen Bestimmungen wurde eine Blind-
probe (demineralisiertes Wasser) 12-fach injiziert. Mit Hilfe des Mittelwerts (xB) sowie 
der Standardabweichung (σB) der gemessenen Absorptionen wurde die Nachweis- 
bzw. Bestimmungsgrenze angelehnt an die DIN 32645 wie folgt berechnet (siehe 
dazu auch 20.2.1):  
                           
In wässrigen Proben ist die Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze mit 3,87 µg/L bzw. 
11,6 µg/L sehr gering. In Proteinsuspensionen wurde, wie aus den Vorexperimenten 
(siehe 8.2) erwartet, eine höhere Nachweis- und Bestimmungsgrenze gefunden. Die-
se Werte lagen mit circa 50 µg/L bzw. 150 µg/L durchaus noch im guten Bereich, 
was die empfindliche Quantifizierung von Titan auch in biologischem Material ermög-
lichte. 
Ein weiteres Maß für die Empfindlichkeit eines Analyseverfahrens ist die charakteris-
tische Konzentration. Sie ist nach EG-GMP Leitfaden definiert als kleinste detektier-
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bare Signaldifferenz. Im Falle der HR-CS AAS ist die charakteristische Konzentration 
festgelegt als diejenige Konzentration, die einer Absorption von 0,0044 entspricht. 
Auch dieser Parameter mit einem Wert von 1,43 µg/L bestätigt, dass eine empfindli-
che Titanbestimmung mit der optimierten Methode möglich war. 
8.4 Zusammenfassung 
Es wurde eine HR-CS AAS-basierte Methode zur Bestimmung von Titan in biologi-
schem Material entwickelt, die eine sensitive und reproduzierbare Quantifizierung im 
unteren µg/L-Bereich ermöglicht. Mit der optimierten Methode konnten auch bekann-
te Störeffekte von HR-CS AAS-Signalen wie Memory-Effekte und das Tailing verhin-
dert werden. 
Die optimierte Methode beinhaltet ein Temperatur-/Zeitprogamm mit einer Pyrolyse 
bei 1400 °C und eine Atomisierung bei 2600 °C. Außerdem konnte gezeigt werden, 
dass in biologischen Proben der Zusatz von Salpetersäure und Triton®-X100 sinnvoll 
ist. Darüber hinaus wurde der Einfluss der biologischen Matrix auf die Signalintensi-
tät aufgezeigt, was eine Anpassung des Proteingehalts aller Proben auf dieselbe 
Konzentration vor der Messung erforderlich machte. 
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9. Toxikologische Untersuchungen 
Die Untersuchung der antiproliferativen Eigenschaften von neuen potentiellen Arz-
neistoffen gegenüber Tumorzelllinien ist ein erstes Screening der Substanzen auf die 
Einsatzmöglichkeit als Antitumorwirkstoff. Bei der Untersuchung der in vitro-Toxizität 
im Zellkulturmodell konnte zwischen einer zytostatischen und zytotoxischen Wirkung 
unterschieden werden. Das war durch den speziellen Versuchsaufbau (siehe 20.3) 
und die Verwendung des Farbstoffs Kristallviolett möglich. Kristallviolett kann durch 
intakte Zellmembranen penetrieren und im Inneren Nukleoproteine anfärben, was es 
ermöglicht zwischen lebenden und toten Zellen zu unterscheiden. Folglich konnte 
nicht nur bestimmt werden, ob das Wachstum der Tumorzellen durch die Testsub-
stanz gehemmt wird (zytostatisch, antiproliferativ) sondern auch, ob bestehende Tu-
morzellen abgetötet wurden (zytotoxisch). In Abb. 9-1 ist der Vergleich zwischen zy-
tostatischen und zytotoxischen Eigenschaften grafisch dargestellt. 
 
Abb. 9-1: Veranschaulichung zum Vergleich der antiproliferativen Eigenschaften (zytosta-
tisch/zytotoxisch) 
Neben der zytostatischen bzw. zytotoxischen Wirkung in Tumorzellen wurden die 
neuartigen Titanwirkstoffe auch auf ihre Aktivität gegen Mausfibroblasten untersucht. 
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Mausfibroblasten dienen als Modell für gesunde menschliche Zellen. Die Ergebnisse 
liefern Informationen über die Selektivität der Testsubstanzen gegenüber Tumorzel-
len. 
Zur Untersuchung der allgemeinen Toxizität der neuen potentiellen Antitumorwirk-
stoffe im gesunden Organismus bzw. zur Untersuchung des Einflusses auf die Emb-
ryonalentwicklung diente der Zebrafischembryo für ein präklinisches Arz-
neistoffscreening (siehe 5.2).  
Das in vivo-Screening in Kombination mit den IC50-Werten (siehe 9.1) der Testver-
bindungen im Zellkulturmodell lieferte erste Hinweise auf unspezifische toxische Ef-
fekte der neuen Wirkstoffe. 
9.1 In vitro-Toxizität 
Zur Untersuchung der in vitro-Toxizität gegen Tumorzellen wurden MCF-7 Brust-
krebszellen und HT-29 Darmkrebszellen verwendet. Brustkrebs (Mammakarzinom) 
ist die häufigste Tumorerkrankung bei Frauen in der westlichen Welt. Darmkrebs 
(Kolorektales Karzinom)  ist die zweithäufigste Krebsform bei Männern und Frauen in 
Deutschland (siehe 1.1). Die aktuelle Therapie erfolgt, wenn möglich, operativ durch 
Entfernen des Tumorgewebes. Auch eine Chemo- bzw. Strahlentherapie kann zu-
sätzlich oder bei Formen, in denen keine Operation möglich ist, eingesetzt werden.  
Bei der Chemotherapie kommen verschiedene Antitumorwirkstoffe zum Einsatz. Zur 
Therapie des Kolorektalen Karzinoms wird in der S3-Leitlinie Oxaliplatin in Kombina-
tion mit 5-Fluorouracil/Folinsäure empfohlen. Wenn eine Kontraindikation gegen O-
xaliplatin vorliegt, soll auf eine Monotherapie mit Fluoropyrimidinen, Prodrugs des 5-
Fluorouracils, zurückgegriffen werden. [191] Die S3-Leitlinie für die Diagnostik, The-
rapie und Nachsorge des Mammakarzinoms belegt die höchsten Remissionsraten 
mit einem Taxan (z.B. Paclitaxel) in Kombination mit einem Anthrazyklin (z.B. 
Doxyrubicin) oder Antimetaboliten (z.B. Methotrexat) [192].  
Zusätzlich wurden die Effekte der Testsubstanzen auf gesunde Zelllinien untersucht. 
Dafür wurden Mausfibroblasten (L-929 Zellen) verwendet. 
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Abb. 9-2: Dosis-Wirkungskurve zur Bestimmung des IC50-Wertes 
Die in vitro-Toxizität der Titankomplexe wurde als IC50-Wert ermittelt. Der IC50-Wert 
(engl. inhibitory concentration) ist diejenige Arzneistoffkonzentration, bei der das 
Zellwachstum der Tumorzellen bzw. Mausfibroblasten um 50 % gehemmt wird. Dazu 
wurden MCF-7 Zellen, HT-29 Zellen und L-929 Zellen mit 0,1-100 µM der Titankom-
plexlösungen für 3 bzw. 4 Tage inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das 
Medium entfernt und die lebenden Zellen wurden nach dessen Fixierung am Platten-
boden mit Kristallviolett angefärbt. Durch UV-metrische Vermessung der Farbstoff-
konzentrationen und dessen prozentualem Verhältnis zum Kontrollwert konnte die 
noch vorhandene Biomasse quantifiziert werden. Die um den Kontrollwert korrigier-
ten Prozentwerte wurden dazu gegen den Logarithmus der Substanzkonzentrationen 
aufgetragen und mit Hilfe der Software Origin einem sigmoidalem Fit (Boltzmann o-
der Hill 1) unterzogen. An der Kurve konnte die Substanzkonzentration berechnet 
werden, die eine Reduzierung der Biomasse um 50 % bewirkte (siehe Abb. 9-2). 
Diese Konzentration entspricht dem IC50-Wert. Die detaillierte Versuchsvorschrift ist 
unter 20.3 beschrieben. 
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9.1.1 Zytotoxizität  der Titan-Salan-Komplexe 
Die IC50-Werte der Titan-Salan-Komplexe sind in Tab. 9-1 dargestellt. Der Substi-
tuent am aromatischen Ring hatte einen enormen Einfluss auf die Aktivität der Ver-
treter dieser neuen Substanzklasse. Mit Ausnahme einer Verbindung zeigten alle 
Titan-Salan-Komplexe eine sehr gute bis gute Aktivität gegen Tumorzellen. Diese 
Ergebnisse stimmen mit bereits publizierten IC50-Werten dieser Substanzfamilie in 
verschiedenen Tumorzellen überein [160, 168–171] .  
 
Tab. 9-1: IC50-Werte der Titan-Salan-Komplexe in Tumorzellen. (MW ± Stabw., n = 3-5) 
 IC50 MCF-7 (µM) IC50 HT-29 (µM) 
Ti(L1)(OiPr)2 1,1 
± 0,4 0,7 ± 0,2 
Ti(L2)(OiPr)2 4,4 
± 0,2 5,5 ± 0,2 
Ti(L3)(OiPr)2 > 100 > 100 
Ti(L4)(OiPr)2 0,2 ± 
0,2 0,6 ± 0,4 
Ti(L5)(OiPr)2 29,7 
± 7,6 29,5 ± 15,6 
Ti(L6)(OiPr)2 1,1 
± 0,4 3,6 ± 1,7 
Ti(L7)(OiPr)2 1,0 
± 0,3 3,4 ± 1,6 
 
Im guten Einklang mit vorausgehenden Untersuchungen zeigte Ti(L3)(iOPr)2 keine 
Aktivität in Tumorzelllinien bis zur höchsten Testkonzentration von 100 µM [160]. 
Dieser Komplex wird im Folgenden als inaktiv angesehen. Die aktivsten Komplexe 
waren die Bromid- und Chlorid-substituierten Komplexe Ti(L1)(iOPr)2 und 
Ti(L4)(iOPr)2 mit IC50-Werten unter 1 µM. Das lässt vermuten, dass ein Halogenid in 
o-Positition des Aromaten zu einer höheren antiproliferativen Potenz führt, wohinge-
gen ein Methyl-Substituent nicht gleich vorteilhaft ist. Die Ursache dafür könnte in der 
höheren hydrolytischen Stabilität der o-substituierten Komplexe liegen [160, 171]. Die 
beiden Enantiomere Ti(L6)(iOPr)2 und Ti(L
7)(iOPr)2 zeigten eine vergleichbare Aktivi-
tät gegen Tumorzelllinien mit einem IC50-Wert von circa 1 µM in MCF-7 Brustkrebzel-
len und circa 3 µM in HT-29 Darmkrebszellen. Eine geringe Antitumoraktivität war für 
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Ti(L5)(iOPr)2, bei welchem es sich um ein o, p-Methyl-substituiertes Trimer handelt, 
zu beobachten. Die geringe Aktivität lässt sich vermutlich auf die schlechte Wasser-
löslichkeit des Komplexes zurückführen, da eine aktuelle Veröffentlichung von Meker 
et al. zeigt, dass die Aktivität dieses Komplexes in einer nanopartikulären Formulie-
rung stark erhöht werden kann [193]. Keine der getesteten Titan-Salan-Komplexe 
wies eine Selektivität für eine der beiden Tumorzelllinien auf. Eine östrogenabhängi-
ge Wirksamkeit kann somit ausgeschlossen werden. 
 
Tab. 9-2: IC50-Werte der Titan-Salan-Komplexe in Mausfibroblasten. (MW ± Stabw., n = 3) 
  IC50 L-929 (µM) 
Ti(L1)(OiPr)2  1,2 
± 0,7 
Ti(L2)(OiPr)2  2,2 
± 1,1 
Ti(L3)(OiPr)2  > 50 
Ti(L4)(OiPr)2  0,9 
± 0,4 
Ti(L5)(OiPr)2  22,3 
± 0,3 
Ti(L6)(OiPr)2  1,3 
± 0,8 
Ti(L7)(OiPr)2  1,5 
± 0,7 
 
Die antiproliferativen Eigenschaften der Titan-Salan-Komplexe wurden ebenfalls in 
Mausfibroblasten untersucht und sind in Tab. 9-2 dargestellt. Die Komplexe wiesen 
in den Mausfibroblasten als Modell für gesunde Zellen, eine vergleichbare Aktivität 
wie in den Tumorzellen auf. Diese Substanzklasse scheint folglich keine selektive 
Wirkung auf Tumorzellen zu besitzen. Durch die Unselektivität ist das Risiko für das 
Auftreten von unerwünschten Arzneimittelwirkungen erhöht, was im Hinblick auf den 
Einsatz dieser Substanzklasse als Antitumorwirkstoff nachteilig ist. Manna et al. beo-
bachteten dagegen in ihren Untersuchungen in Mausgeweben eine bioselektive Wir-
kung der Titan-Salan-Komplexe, was weitere klärende Experimente erforderlich 
macht [168].  
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9.1.2 Zytotoxizität von Titanocenderivaten 
Die IC50-Werte der Titanocenderivate Titanocendichlorid (TiCp2Cl2) und Titanocen Y 
(Ti-Y) wurden in Brust- und Darmkrebszellen sowie in Mausfibroblasten bestimmt 
(siehe Tab. 9-3). Titanocendichlorid, das sich in den 1990er Jahren in der klinischen 
Prüfung befand [26–28], zeigte keine zytotoxische Wirkung bis zur höchsten Test-
konzentration von 500 µM in allen drei Zelllinien. Im Gegenteil dazu lag die anti-
proliferative Aktivität des substituierten Titanocenderivates Titanocen Y im unteren 
mikromolaren Bereich mit einem IC50-Wert von 4,1 µM in Brustkrebszellen bzw. 5,9 
µM in Darmkrebszellen und 7,3 µM in Mausfibroblasten. Für beide Titanocenderivate 
konnte in allen drei verwendeten Zelllinien ein ähnlicher IC50-Wert ermittelt werden, 
was einer unselektiven Wirksamkeit entspricht.  
 
Tab. 9-3: IC50-Werte der Titanocenderivate. (MW ± Stabw., n = 3-5) 
 IC50 MCF-7 (µM) IC50 HT-29 (µM) IC50 L-929 (µM) 
Ti-Y 4,1 ± 2,4 5,9 ± 1,1 7,3 ± 2,1 




Die DNA und Zellmembranen von Zellen können durch Arzneistoffe geschädigt wer-
den, was sich durch morphologische Änderungen sichtbar machen lässt. In der Tu-
mortherapie sind diese Veränderungen erwünscht, da sie letztendlich die Tumorzel-
len absterben lassen, weil der Zellzyklus gestört ist bzw. die Zelle ihre kontrollierte 
Umgebung nicht mehr aufrechthalten kann. Die Zellschäden können mit einem Mik-
roskop sichtbar gemacht werden. Sie äußern sich als Erstes in einem Anschwellen 
der Zellen aufgrund von Sauerstoffmangel. Es folgt das Auftreten von kleinen Vakuo-
len im Zellplasma, bei denen es sich um abgeschnürte Zellfragmenten handelt (va-
kuoläre Degeneration). Die Zelle kann dann ihre Funktionen nicht mehr aufrecht-
erhalten und es kommt zum programmierten Zelltod, der durch das Zusammen-
schrumpfen der Zelle, Veränderungen der Zellmembran und den Zerfall in einzelne 
Fragmente sichtbar wird. [194]  
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Abb. 9-3: HT-29 Zellen vor Substanzzugabe (links) und nach 10-stündiger Inkubation mit 10 µM 
Titankomplex (rechts). (oben: Ti(L
1
)(iOPr)2, unten: Titanocen Y)  
Die morphologischen Veränderungen von HT-29 Darmkrebszellen nach Inkubation 
mit den beiden neuartigen Titan(IV)-Komplexen mit Salan- bzw. Cyclopentadienyl-
Liganden Ti(L1)(iOPr)2 bzw. Titanocen Y konnten mit einem digitalen Mikroskop, wel-
ches eine Videoaufnahmefunktion besitzt, über die Zeit beobachtet werden.  
Die Zellen wurden dazu mit einer Testkonzentration nahe dem IC50-Wert der Titan-
komplexe (10 µM) über einen Zeitraum von 14 Stunden inkubiert und die Verände-
rungen der Biomasse wurden aufgezeichnet. Es wurde ebenfalls eine Kontrollmes-
sung (Darmkrebszellen ohne Substanzzugabe) durchgeführt. Über die Videofunktion 
konnten die morphologischen Veränderungen in einer Zeitrafferdarstellung anschlie-
ßend sichtbar gemacht werden (detaillierte Versuchsbeschreibung siehe 20.5). In 
Abb. 9-3 sind die Zellen zu Beginn der Substanzzugabe und nach einer Inkubations-
zeit von 10 Stunden zu sehen. Man erkennt deutlich eine Veränderung in der Zell-
morphologie nach Einwirken des Titan-Salan-Komplexes Ti(L1)(iOPr)2  (siehe Abb. 
9-3 oben). Über die Zeit war ein Anschwellen, Abrunden und Platzen der Zellen unter 
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Exkretion von Zellbestandteilen zu beobachten. Für den Titankomplex Titanocen Y 
waren keine  Änderungen im Aussehen der Zellen über eine 10-stündige Inkubati-
onsdauer wahrnehmbar, was für später einsetzende toxische Effekte spricht.  
9.1.4  Zusammenfassung 
Die untersuchten Titankomplexe zeigten eine unterschiedliche Wirkung auf Tumor-
zellen. Der bereits in der klinische Prüfung getestete Arzneistoff Titanocendichlorid, 
der als Referenz mit untersucht wurde, zeigte keine Antitumorwirksamkeit bis zu ei-
ner Testkonzentration von 500 µM. Wohingegen die neuartigen Titan(IV)-Komplexe 
Titanocen Y und die Vertreter der Substanzklasse der Titan-Salan-Komplexe eine 
höhere antiproliferative Aktivität mit IC50-Werten im unteren mikromolaren Bereich 
aufwiesen (siehe Abb. 9-4). Ähnliche Aktivitäten wie in den Tumorzellen wurden auch 
in gesunden Zelllinien beobachtet, was für eine unselektive Wirksamkeit der geteste-
ten Titankomplexe spricht. Mit Hilfe eines digitalen Videomikroskops konnten mor-
phologische Veränderungen von Tumorzellen während der Inkubation mit den Titan-
komplexen beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte der Titan-Salan-
Komplex morphologische Veränderungen (Abrunden der Zellen und der Exkretion 
von Zellinhalt) nach 10-stündiger Inkubationsdauer. Für das Titanocenderivat Ti-
tanocen Y konnten keine Veränderungen der Biomasse beobachtet werden.  
Biochemische Untersuchungen zum Wirkmechanismus von neuartigen Titan(IV)-Komplexen 
80 
 
Abb. 9-4: Dosis-Wirkungskurve der Titankomplexe in HT-29 Zellen. (MW ± Stabw., n = 2-4) 
9.2 In vivo-Toxizität im Zebrafischembryo 
Der Zebrafisch hat sich in den letzten Jahren als ein Modellorganismus für ein erstes 
Screening neuer potentieller Arzneistoffe im lebenden Organismus etabliert. Er be-
sitzt eine schnelle und transparente embryonale Entwicklung, weshalb er sich für 
diesen Zweck sehr gut eignet. Bereits einen Tag nach der Befruchtung der Eizelle 
(24 hpf = Stunden nach der Befruchtung, engl. hours post fertilization) ist der Embryo 
komplett entwickelt. Durch die extramaterale und transparente Entwicklung des Emb-
ryos können das Herz, der Blutfluss und andere Organe des Zebrafischembryos mit 
Hilfe eines Mikroskops beobachtet werden. So ist es möglich, die Zebrafischembryos 
auf toxische Effekte und/oder Fehlbildungen zeitsparend zu untersuchen (siehe Kapi-
tel 5). Die in vivo-Toxizität im Zebrafischembryo ist eine dem in vivo-Experiment in 
der Maus vorausgehende Untersuchung zur generalisierten Toxizität im lebenden 
Organismus. Für das Experiment wurden zunächst die Zebrafische verpaart und an-
schließend wurden die Zebrafischeier isoliert.  
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Abb. 9-5: In vivo-Toxizität von 0,2-100 µM Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(OiPr)2 in 24-120 hpf Zebra-
fischembryos. (MW, n = 2) 
Der Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(OiPr)2 zeigte minimal toxische Effekte im Zebrafi-
schembryo (siehe Abb. 9-5). Über 90 % der Zebrafischembryos überlebten eine bis 
zu 5-tägige Inkubation mit bis zu 100 µM des Komplexes. Eine konzentrationsabhän-
gige Toxizität konnte beobachtet werden, die in einem Minimum an überlebenden 
Embryos bei einer Konzentration von 20 µM resultierte. Die Überlebensrate von na-
hezu 100 % bei höheren Konzentrationen (50 µM und 100 µM) des Titankomplexes 
sind vermutlich auf die nicht vollständige Löslichkeit im Danieau-Medium (Zusam-
mensetzung unter 19.2) bei diesen Konzentrationen zurückzuführen. Erste toxische 
Effekte traten frühestens nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden auf. 
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Abb. 9-6: In vivo-Toxizität von 0,2-100 µM Titanocen Y in 24-120 hpf Zebrafischembryos.      
(MW, n = 2) 
Die Abb. 9-6 zeigt, dass auch das Titanocenderivat Titanocen Y keine starken toxi-
schen Effekte im Zebrafischembryo hervorruft. Über 80 % der Embryos überlebten 
eine 5-tägige Inkubation mit einer 100 mikromolaren Komplexlösung. Verglichen mit 
dem Titan-Salan-Komplex ist jedoch von einem größeren Einfluss auf die embryona-
le Entwicklung auszugehen. Auffällig war auch, dass erste toxische Effekte bereits 
nach einer 6-stündigen Inkubationsdauer bei Inkubation mit 100 µM beobachtet wer-
den konnten.  
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Abb. 9-7: In vivo-Toxizität von 0,2-100 µM Titanocendichlorid in 24-120 hpf Zebrafischembryos. 
(MW, n = 2) 
Das Titanocenderivat Titanocendichlorid übte den größten Einfluss auf die Entwick-
lung der Zebrafischembryos aus (siehe Abb. 9-7). Nur 30-35 % der Embryos überleb-
ten die Inkubation mit einer 100 mikromolaren Komplexlösung über den gesamten 
Testzeitraum von 5 Tagen. Bei niedrigeren Konzentrationen waren die Ergebnisse 
mit denen des Titanocen Y vergleichbar. Für Titanocendichlorid konnte ein LC50-Wert 
aus den erhaltenen experimentellen Daten berechnet werden (siehe Abb. 9-8). Der 
LC50-Wert entspricht als halbmaximale letale Konzentration (in vivo) dem ermittelten 
IC50-Wert in den Tumorzellen (in vitro). Mit 93 µM lag dieser deutlich unter dem in 
Tumorzellen erhaltenen IC50-Wert von über 500 µM (siehe 9.1.2). 
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Abb. 9-8: Dosis-Wirkungskurve von Titanocendichlorid in 96 hpf Zebrafischembryos.          
(MW, n = 2) 
9.3 Zusammenfassung 
Die neuen Titan(IV)-Komplexe mit Salan- oder Cyclopentadienyl-Liganden zeigten 
mit wenigen Ausnahmen IC50-Werte gegen Brust- und Darmkrebszellen im unteren 
mikromolaren Bereich und besitzen somit eine höhere antiproliferative Aktivität als 
die Leitstruktur Titanocendichlorid, die keine Zytotoxizität zeigte. Die Aktivität der Ti-
tankomplexe in Mausfibroblasten, die ein Modell für gesunde menschliche Zellen 
sind, war vergleichbar. Das macht eine unselektive Wirkung wahrscheinlich. Die 
LC50-Werte der neuen Titan(IV)-Komplexe im Zebrafischembryo lagen deutlich höher 
als die IC50-Werte in Tumorzellen. Im Gegensatz dazu zeigte der Komplex Ti-
tanocendichlorid eine Toxizität im Zebrafischembryo (LC50 = 93 µM nach 72 Stun-
den), jedoch keine zytotoxischen Eigenschaften in Tumorzellen (IC50 > 500 µM nach 
72 Stunden). Da es sich bei den in vivo-Experiment im Zebrafischembryo nur um ein 
erstes Screening handelt und dieses nicht mit den in vivo-Experimenten in der Maus 
vergleichbar ist, liefern die Ergebnisse nur einen Hinweis darauf, dass der Titan-
Salan-Kompex Ti(L1)(OiPr)2 und Titanocen Y eine vergleichsweise geringe Toxizität 
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im Gesamtorganismus besitzen, obwohl sie antiproliferativ gegen Tumorzellen wir-
ken. Dennoch stehen die Ergebnisse im Einklang mit Berichten über toxikologische 
Untersuchungen des Titanocen Y in xenotransplantierten Mäusen, die von einem 
moderaten Gewichtsverlust der Mäuse, aber keinen weiteren Nebenwirkungen spre-
chen [32–36]. Für die Titan-Salan-Komplexe wurde ebenfalls eine gute Verträglich-
keit in der Maus belegt werden [195, 196]. 
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10. Bindungsaffinität zu Biomolekülen 
Die Bindungsaffinität von potentiellen Arzneistoffen zu Biomolekülen konnte mit einer 
bereits publizierten Ethanolpräzipitationsmethode bestimmt werden [197, 198]. Als 
Biomolekül ist bei metallbasierten Wirkstoffen besonders die DNA interessant, da es 
für die auf dem Markt zugelassenen Platinkomplexe als Target identifiziert wurde 
[64]. Das Bindevermögen der Platinkomplexe an das DNA-Molekül ist für die Wirk-
samkeit dieser Substanzklasse relevant und definiert den Wirkmechanismus. Mit Hil-
fe von Bindungsexperimenten sollte untersucht werden, ob Titankomplexe auf ähnli-
che Art mit Biomolekülen interagieren und die DNA ebenfalls als Target für Titan-
komplexe in Betracht kommt. Für Titanocendichlorid wurde in den 1980er und 
1990er Jahren bereits ein ähnlicher auf der Interaktion mit DNA-basierender Wirk-
mechanismus vermutet [199, 200] und es wurden einige DNA-Bindungsexperimente 
zu Titanocendichlorid und anderen Titanocenderivaten publiziert [68, 69]. 
Ein weiteres Biomolekül, welches eine Rolle beim Arzneistofftransport und der 
Bioverfügbarkeit von Arzneistoffen spielt, ist das Serumalbumin. Durch eine hohe 
Bindungsaffinität von Arzneistoffen (> 90 %) zum Serumalbumin reduziert sich der 
frei vorliegende, für die Wirksamkeit relevanten Wirkstoffanteil. Eine zu geringe Affini-
tät ist ebenfalls unerwünscht, da die Bindung an Plasmaproteine die Löslichkeit von 
Arzneistoffen erhöhen kann, was wiederrum die Bioverfügbarkeit erhöht. Zusätzlich 
wird Albumin als Transporter diskutiert. Für das Plasmaprotein Transferrin und des-
sen Rolle im Transport von metallbasierten Wirkstoffen sind in der Literatur bereits 
einige Publikationen in der Literatur zu finden [201]. Deshalb sollte auch für die neu-
en Titan(IV)-Komplexe die Affinität zum Serumalbumin näher untersucht werden. Für 
Titanocendichlorid sind von Tinoco et al. Vermutungen über den Transport mittels 
Plasmaproteine zur Zelle veröffentlicht worden (siehe Abb. 10-1) [202] . Sie fanden 
zudem heraus, dass Serumalbumin an den Titanocen-Liganden bindet, was eine 
bessere Löslichkeit und Hydrolysestabilität bei physiologischem pH-Wert bedeutet. 
Gao et al. und Guo et al. publizierten Anfang des 20. Jahrhunderts Untersuchungen 
zum Transport von Titanocendichlorid mittels Transferrin [203, 204]. Die Rolle des 
Albumins als Transporter stützt außerdem die von Hogan et al. aufgestellte Theorie, 
dass Titanocenderivate über passive Diffusion in die Zelle gelangen [205]. Für die 
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Experimente wurde neben den neuen Titan(IV)-Komplexen das Titanocendichlorid 
als Referenz mit untersucht. 
 
 
Abb. 10-1: Mechanismus des Albumin (A)- und Transferrin (Tf)-basierten Transports von     
Titanocendichlorid (TiCp2Cl2) 
10.1 DNA-Bindung 
Die DNA ist ein bekanntes Target für Metallkomplexe in der Tumortherapie (siehe 
4.1.2). Mit Hilfe eines einfachen Bindungsexperiments an isolierter Lachsspermien-
DNA wurde die Bindungsaffinität der Titankomplexe zur DNA untersucht. So wurde 
ein erster Hinweis darauf erhalten, ob die DNA als mögliches Target für Titankom-
plexe in Betracht kommt. Auch wenn der Wirkmechanismus für Titanocendichlorid 
immer noch unklar ist, wurde schon oft von der DNA als intrazelluläres Target berich-
tet [68, 199, 206]. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit der beiden Titanocenderi-
vate Titanocendichlorid und Titanocen Y zum Zytostatikum Cisplatin (siehe Abb. 
10-2) kommt ebenfalls der Bindungsmodus der kovalenten Bindung (siehe 4.1.2.1) in 
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Betracht. Guo et al. berichteten von unterschiedlichen Bindestellen in der DNA [16]. 
Cisplatin bindet bevorzugt an den Stickstoff der Nukleobasen, wohingegen für Ti-
tanocendichlorid eine Bindung zur Phosphatgruppe der Nukleotide mittels NMR- und 
IR-Spektrometrie gefunden wurde.  
 
Abb. 10-2: Strukturelle Ähnlichkeit der Titanocenderivate zu Cisplatin: (a) Cisplatin, (b) Ti-
tanocendichlorid, (c) Titanocen Y 
Für das Bindungsexperiment wurde eine definierte Menge DNA mit 50 µM der drei 
Titan-Komplexe Ti(L1)(iOPr)2, Titanocen Y und Titanocendichlorid über 4 Stunden bei 
37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die DNA mit Ethanol ausgefällt. Da 
nicht von einer quantitativen Fällung ausgegangen werden kann, wurde die ausge-
fällte DNA mittels UV-Messungen quantifiziert. Das ist möglich, da die DNA bei 260 
nm ein UV-Maximum aufweist (siehe Abb. 10-3). Zusätzlich wurde die Titankonzent-
ration in den Proben quantifiziert. Dazu wurde die optimierte HR-CS AAS-Methode 
verwendet (siehe Kapitel 8). Abschließend konnten beide Konzentrationen ins Ver-
hältnis gesetzt werden, was ein Parameter für die Affinität des Titankomplexes zur 
DNA darstellt. Außerdem wurde das Nukleosid/Substanz-Verhältnis berechnet. Diese 
Methode erfasste im Wesentlichen die kovalenten Bindungen zur DNA. Die genaue 
Versuchsvorschrift ist unter 20.6.1 zu finden.  
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Abb. 10-3: UV-Spektren verschiedener DNA-Konzentrationen von 175-350 nm 
Die Ergebnisse des DNA-Bindungsexperiments sind in Abb. 10-4  in Form eines Bal-
kendiagramms dargestellt. Die beiden Titanocenderivate Titanocen Y und Ti-
tanocendichlorid haben mit circa 300 pmol Titan, das pro µg DNA gebunden ist, eine 
wesentlich höhere Affinität zur DNA als der Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(iOPr)2, bei 
welchem etwa 15 pmol Titan pro µg DNA gebunden sind.  
 
Abb. 10-4: Affinität der Titankomplexe zur DNA nach 4-stündiger Inkubationszeit bei 37 °C (Ti-
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Zusätzlich wurde das Nukleosid/Substanz-Verhältnis berechnet. Je kleiner dieses ist, 
desto höher ist die Bindung des Moleküls zur DNA. Zum Vergleich wurden in der Li-
teratur Affinitätswerte von Cisplatin und Carboplatin unter ähnlichen Versuchsbedin-
gungen gefunden. Diese liegen mit einem Nukleosid/Substanz-Verhältnis von über 
3000 wesentlich höher als die untersuchten Titankomplexe (siehe Tab. 10-1). [198] 
Insgesamt zeigten alle Titankomplexe eine hohe Tendenz an die DNA zu binden 
(Nukleosid/Substanz-Verhältnis < 300).  
 
Tab. 10-1: DNA-Bindung von Metallkomplexen. (MW ± Stabw., n = 4) 
Substanz Ti/DNA (pmol/µg) 
Nukleosid/Substanz-
Verhältnis 
Cisplatin - > 3000 [198] 
Carboplatin - > 3000 [198] 
Ti(L1)(iOPr)2 13 34 
± 3 34 255 77 ± 73 98 
Titanocen Y  282 69 ± 76 79  12 14 ± 3 62  
Titanocendichlorid 309 70 ± 46 30  10 64 ± 1 53  
 
Für Titanocendichlorid wurde schon zuvor von einer hohen DNA-Bindung mit Bin-
dungskonstanten um 105 berichtet [21]. Auch eine spektrometrische Studie mit induk-
tiv gekoppeltem Plasma bestätigte eine starke und stabile Bindung dieses Komple-
xes zur DNA [207]. Das Ausmaß der DNA-Bindung korrelierte jedoch nicht mit der 
Zytotoxizität der Titankomplexe (siehe 9.1). Der Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(iOPr)2 
besitzt mit einem IC50-Wert von etwa 1 µM in HT-29 Zellen die höchste Zytotoxizität 
der drei untersuchten Titankomplexe, mit einem Nukleosid/Substanz-Verhältnis von 
circa 250 jedoch die geringste Affinität zur DNA. Die beiden Titanocenderivate unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Bindungsaffinität zur DNA nicht. Der Unterschied in 
den IC50-Werte (HT-29 Zellen) ist mit 4 µM (Titanocen Y) im Vergleich zu über 500 
µM (Titanocendichlorid) dagegen groß. Es ist folglich anzunehmen, dass die DNA 
nicht das alleinige Target der untersuchten Titankomplexe ist.  
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10.2 Bindung an Serumalbumin 
Das menschliche Blutplasma besteht zu 60 % aus Albumin. Es ist für die Aufrechter-
haltung des kolloidosmotischen Drucks und für den Transport wasserunlöslicher 
Stoffe, z.B. Fettsäuren, verantwortlich. Die Molekülmasse von Serumalbumin beträgt 
65 kDa [208]. Eine Besonderheit des Albumins ist der hohe Anteil der Aminosäure 
Cystein, weshalb Albumin einen hohen Schwefelgehalt aufweist. Serumalbumin be-
sitzt 17 Disulfid-Brücken, die wesentlich zur Reaktivität beitragen [209]. Neben dem 
humanen Albumin kommt Albumin auch in anderen Säugetieren vor. Aufgrund der 
besseren Verfügbarkeit und strukturellen Verwandtschaft zum humanen Serumal-
bumin wurde für die Experimente Rinderserumalbumin verwendet. Der zweitgrößte 
Bestandteil des menschlichen Plasmas sind die Globuline, die sich in α1-, α2-, β- und 
γ-Globuline einteilen lassen. 
 
Abb. 10-5: Struktur des humanen Serumalbumins mit drei unterschiedlichen Domänen und den 
Ligandenbindungsstellen. Die Sekundärstruktur ist in verschiedenen Farben dargestellt. [210] 
Die Plasmaproteinbindung von Arzneistoffen ist ein wichtiger pharmakologischer Pa-
rameter, da durch die Bindung an Plasmaproteine, wie z.B. Albumin, weniger freie 
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Wirkstoffmoleküle im Blutplasma vorliegen und es zu einer Wirkverzögerung oder 
verminderten Wirksamkeit kommen kann. Je kleiner die Plasmaproteinbindung einer 
Substanz ist, desto mehr Substanzmenge steht im Zielgewebe zur Verfügung. Somit 
hat die Affinität von Arzneistoffen zu Albumin einen starken Einfluss auf den pharma-
kokinetischen Parameter der Bioverfügbarkeit (siehe 3.2). Die Plasmaproteinbindung 
ist insbesondere dann ein wichtiger Parameter, wenn mehr als 90 % des Arzneistof-
fes gebunden vorliegen. Die Proteinbindung kann durch Ionenbindungen, Wasser-
stoffbrückenbindungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen oder hydrophobe Wechsel-
wirkungen erfolgen. Im Albumin gibt es verschiedene Akzeptorareale, die für Arz-
neistoffe eine Rolle spielen (siehe Abb. 10-5). Die Bindungsstellen des Albumins sind 
sehr hydrophobe Regionen und wurden in den Subdomänen I und II identifiziert. Bei 
der Hauptbindestelle handelt es sich um die Aminosäure Cys-34, die von einem pro-
ximalen Lysin und vicinalen Histidin (His-39) umgeben ist. Durch die basische Um-
gebung des Cys-34 wird der pKs-Wert der enthaltenen Thiolstruktur von normaler-
weise 8-9 auf circa 5 herabgesetzt und liegt damit im Bereich des Selenocysteins 
(siehe  4.2). [211] Die genannten Eigenschaften der Cys-34-His-39-Konfiguration des 
Serumalbumins sind günstig für die Bindung von Metallen und Metallwirkstoffen (sie-
he Abb. 10-6).  
In einer Albuminbindungsstudie wurde die Affinität der Titankomplexe zu Rinderser-
umalbumin untersucht. Dabei wurde auf eine bereits publizierte Ethanolpräzipitati-
onsmethode zurückgegriffen [197]. Die genaue Versuchsdurchführung des Bin-
dungsexperiments ist unter 20.7 beschrieben. Für das Experiment wurde Rinderser-
umalbumin aufgrund der besseren Verfügbarkeit und engen Verwandtschaft zum 
humanen Serumalbumin verwendet. Eine Albuminkonzentration von 40 mg/mL wur-
de mit den drei Titankomplexen Ti(L1)(OiPr)2, Titanocen Y und Titanocendichlorid 
(jeweils 50 µM) über einen Zeitraum von 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zu definier-
ten Zeitpunkten wurde jeweils ein Aliquot aus der Probenlösung genommen und die 
enthaltenen Proteine quantitativ mit Ethanol gefällt. Unter Annahme, dass das Al-
bumin vollständig gefällt wird, konnte durch Titanbestimmung mittels HR-CS AAS 
(siehe 20.2.2) der Anteil des Titankomplexes, welcher an das Albumin gebunden vor-
liegt, in Prozent berechnet werden. 
In Abb. 10-7 sind die Ergebnisse des Bindungsexperiments graphisch dargestellt. 
Der Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(OiPr)2 zeigte über die ersten 6 Stunden mit einer 
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Abb. 10-6: Albumin-Domäne mit der Cys-34-His-39-Konfiguration als mögliche Bindestelle für 
Metallwirkstoffe (rot eingekreist) [212] 
Proteinbindung von circa 35 % eine nur geringe Bindung an das Albumin. Die beiden 
Titanocenderivate Titanocen Y und Titanocendichlorid wiesen eine wesentlich höhe-
re Affinität zum Rinderserumalbumin auf. Im Fall des Titanocendichlorid lagen nahe-
zu 100 % an das Protein gebunden vor. Titanocen Y zeigte eine Proteinbindung von 
circa 75 %. Über die ersten 24 Stunden des Experiments blieben diese Werte stabil. 
Danach folgte ein Abfall, so dass nach 48 Stunden nur noch 50 % (Ti-Y) bzw. 65 % 
(TiCp2Cl2) an das Protein gebunden vorlagen. Aktuell wurde von Tacke et al. in Titra-
tionsexperimenten ebenfalls von einer starken Bindung des Titanocen Y zu Albumin 
berichtet [213]. 
Interessant ist, dass für den Titan-Salan-Komplex die Proteinbindung mit der Zeit 
anstieg. Nach 48 Stunden waren über 80 % des Titan-Salan-Komplexes an das Al-
bumin gebunden. An dieser Stelle soll auf die hohen Standardabweichungen nach 
längeren Inkubationszeiten (> 24 Stunden) hingewiesen werden. Durch die sich 
überschneidenden Konfidenzintervalle (siehe Abb. 10-7) lässt sich keine absolute 
Aussage zur Proteinbindung bei längerer Inkubation (> 24 Stunden) treffen. Vermut-
lich spielen hier Zersetzungsprodukte der Titankomplexe eine Rolle. 




Abb. 10-7: Proteinbindung der Titankomplexe (Ti(L
1
)(iOPr)2: Titan-Salan, Ti-Y: Titanocen Y, 
TiCp2Cl2: Titanocendichlorid). (MW ± Stabw., n = 4) 
Die Analyse der Kinetik der Proteinbindung gestaltet sich schwierig. Beim Titanocen-
dichlorid ist das Protein schon nach kurzer Zeit gesättigt, da nahezu 100 % des Ti-
tankomplexes an das Protein gebunden vorliegen. Beim Titanocen Y spricht der Kur-
venverlauf auch für eine Sättigungskinetik, wobei das Enzym nie zu 100 % gesättigt 
ist. Im Fall des Titan-Salan-Komplexes liegt die Proteinbindung in den ersten 6 Inku-
bationsstunden konstant bei 30-40 %. Nach 6 Stunden erfolgt ein nahezu linearer 
Anstieg. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die drei untersuchten Titankomplexe eine unterschiedli-
che Affinität zu Albumin, dem Hauptbestandteil des menschlichen Plasmas, aufwei-
sen. Die Titanocenderivate, die sich strukturell sehr ähnlich sind, zeigen beide eine 
hohe Proteinbindung, wohingegen der Titankomplex mit Salan-Ligand eine nur ge-
ringe Affinität zum Albumin besitzt. Für die Bioverfügbarkeit könnte die geringe Al-
buminbindung von Vorteil sein, da mehr freier Wirkstoff zur Verfügung steht. Der ge-
ringere IC50-Wert in Tumorzellen des Titan-Salan-Komplexes könnte ein weiteres 
Indiz dafür sein. Die Hypothese sollte jedoch durch weitere Experimente bestätigt 
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werden. Aus diesem Grund wurden Zellaufnahmeexperimente (siehe Kapitel 11) 
durchgeführt, die die Relevanz der Bindungseigenschaften der Titankomplexe näher 
untersuchen sollten. 
10.3 Zusammenfassung 
Die Bindungsexperimente zeigten, dass Titankomplexe unterschiedliche Affinitäten 
zu Biomolekülen aufweisen. Das Titan als Zentralatom spielte eine eher untergeord-
nete Rolle, wohingegen der Ligand einen großen Einfluss auf die Bindungseigen-
schaften ausübte. Die Titanocenderivate Titanocendichlorid und Titanocen Y, die 
sich strukturell sehr ähnlich sind, zeigten ähnliche Affinitäten zur DNA und zum Ser-
umalbumin. Beide lagen bereits nach kurzer Inkubationszeit nahezu vollständig an 
das Serumalbumin und die DNA gebunden vor, was mit den in der Literatur gefunden 
Ergebnissen für Titanocendichlorid übereinstimmt [21, 202, 214–216] . Für den Titan-
Salan-Komplex wurde ein unterschiedliches Bindungsvermögen mit einer nur gerin-
gen Albuminaffinität (nur circa 40 % des Komplexes lagen nach kurzer Inkubations-
zeit gebunden vor) beobachtet. Zur DNA konnte für den Titan-Salan-Komplex eben-
falls eine geringere Affinität als für die Titanocenderivate gefunden werden. 
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11. Untersuchungen zur Bioverteilung 
Nach der Aufnahme des Arzneistoffs in den Blutkreislauf, wird dieser im Körper ver-
teilt und in die Zelle aufgenommen, um an den Wirkort zu gelangen. Die Zellaufnah-
me eines Arzneistoffs ist somit ein wesentlicher Faktor für die Wirksamkeit. Sie wird 
stark von der Fähigkeit des Arzneistoffs Biomembranen zu passieren beeinflusst 
(siehe Kapitel 3). Die quantitative Bestimmung der Zellaufnahme von Arzneistoffen 
lässt sich mit sehr empfindlichen analytischen Verfahren realisieren. Bei der Quantifi-
zierung von metallbasierten Wirkstoffen in biologischem Material hat sich die Atom-
absorptionsspektrometrie bewährt (siehe Kapitel 6). Mit Hilfe der optimierten HR-CS 
AAS-basierten Methode (siehe Kapitel 8) wurde die Titankonzentration in Tumorzel-
len nach Inkubation mit Titankomplexen bestimmt. Die Untersuchungen sollten zei-
gen, ob die unterschiedlichen IC50-Werte der Titankomplexe in Tumorzellen auf un-
terschiedliche intrazelluläre Wirkstoffkonzentrationen zurückzuführen sind. Dazu 
wurden HT-29 Zellen mit den Titankomplexen über einen Zeitraum von bis zu 27 
Stunden inkubiert. Anschließend wurden die Zellen isoliert, lysiert und die Titankon-
zentrationen mittels HR-CS AAS quantifiziert. Bei der Auswertung wurde die Ti-
tankonzentration auf die Proteinkonzentration der Probe, die zuvor mit der Bradford-
Methode zur Proteinbestimmung (siehe 20.8) quantifiziert wurde, bezogen. Unter 
Berücksichtigung des mittleren Zelldurchmessers konnte zudem die zelluläre Ti-
tankonzentration geschätzt werden. Eine detaillierte Versuchsvorschrift ist unter 
20.9.1 zu finden. 
Mittels eines Bindungsexperiments (siehe 10.2) konnte gezeigt werden, dass die Ti-
tankomplexe unterschiedliche Affinitäten zu Serumalbumin aufweisen. Deshalb sollte 
in zusätzlichen Zellaufnahmeexperimenten der Einfluss des Serumalbumins, dem 
Hauptbestandteil des fetalen Kalbserums ist, genauer untersucht werden. Fetales 
Kalbserum wird standardmäßig als Zusatz zum Zellkulturmedium für die Zellaufnah-
meexperimente verwendet und enthält hohe Konzentrationen an verschiedenen Se-
rumproteinen. 
Zur Untersuchung der intrazellulären Verteilung der Titankomplexe wurden zusätzlich 
Mitochondrien und Zellkerne aus den Tumorzellen isoliert und die Titankonzentration 
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in den isolierten Zellorganellen bestimmt. So konnten mögliche Targets für die Titan-
komplexe näher eingegrenzt werden. 
11.1 Konzentrationsabhängigkeit der Akkumulation in 
Tumorzellen 
Die Untersuchung der Konzentrationsabhängigkeit der Akkumulation in Tumorzellen 
gab einen Hinweis darauf, welche Testkonzentration für die zeitabhängigen Experi-
mente günstig ist. Außerdem konnte mit den erhaltenen Ergebnissen ein möglicher 
Transportprozess der Titankomplexe durch Zellmembranen postuliert werden. 
 
Abb. 11-1: : Konzentrationsabhängige Akkumulation von Titan in HT-29 Zellen nach 2-, 6- und 
27-stündiger Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen des Titan-Salan-Komplexes 
Ti(L
1
)(iOPr)2. (MW, n = 1-3) 
Die Abb. 11-1 zeigt die Akkumulation in HT-29 Zellen von verschiedenen Konzentra-
tionen (1,5-25 µM) des Titan-Salan-Komplexes Ti(L1)(iOPr)2 nach 2, 6 und 27 Stun-
den. Es ist deutlich zu erkennen, dass eine konzentrationsabhängige Aufnahme er-
folgt und bei den Konzentrationen über den IC50-Wert (circa 4 µM) hinaus keine Sät-
tigung der Akkumulation erreicht wird. Insgesamt ist die Anreicherung in der Zelle 
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verglichen mit dem extrazellulären Medium als hoch zu bewerten. Bei Inkubation mit 
10 µM des Titan-Salan-Komplexes konnte nach 6 Stunden eine intrazelluläre Ti-
tankonzentration von 1265,9 µM geschätzt werden, was einer Anreicherung von circa 
120 entspricht. Für höhere Konzentrationen (25 µM) und längere Inkubationszeiten 
(27 Stunden)  wurde sogar eine etwa 650-fache Anreicherung gefunden. Die mittlere 
Anreicherung des untersuchten Titan-Salan-Komplexes nach 6 Stunden betrug 190 
bzw. nach 27 Stunden 560. Für Cisplatin wurde von Ghezzi et al. eine Anreicherung 
von circa 6 publiziert [217]. Die Zellaufnahme des Titankomplexes ist konzentrati-
onsabhängig, aber nicht linear. Für Cisplatin wurde eine lineare Abhängigkeit nach-
gewiesen, die für eine Aufnahme in die Zelle über passive Diffusion spricht. Für den 
Titankomplex spielen neben der passiven Diffusion sehr wahrscheinlich auch andere 
Transportmechanismen eine Rolle, wie z.B. der Carrier-vermittelte Transport (siehe 
3.1). Für Cisplatin wurden ebenfalls aktive Transportprozesse beschrieben. Ishida et 
al. wiesen einen Transport über den Kupfer-Transporter nach. [218–220]  
11.2 Zeitabhängigkeit der Akkumulation in Tumorzellen 
Die Zellaufnahme der neuartigen Titan(IV)-Komplexe wurde im Vergleich mit Ti-
tanocendichlorid über einen Zeitraum von 27 Stunden untersucht. Wie auch in den 
Bindungsexperimenten wurde der Bromid-substituierte Titan-Salan-Komplex 
Ti(L1)(iOPr)2 als Leitstruktur dieser Verbindungsklasse ausgewählt. Als Testkonzent-
ration wurde 10 µM gewählt, da es sich dabei um eine Titankonzentration handelt, 
die sich gut mit der verwendeten HR-CS AAS-Methode quantifizieren ließ und zudem 
eine relevante Zellaufnahme in den Vorexperimenten zur Konzentrationsabhängig-
keit der Zellaufnahme (siehe 11.1) zeigte.  
Die drei untersuchten Titankomplexe Ti(L1)(iOPr)2, Titanocen Y und Titanocendichlo-
rid zeigten ein enorm unterschiedliches Zellaufnahmeverhalten (siehe Abb. 11-2). Die 
höchste zelluläre Titankonzentration mit Werten um 23 nmol Titan pro mg Protein, 
was einer circa 450-fachen Anreicherung verglichen mit dem Extrazellularmedium 
entspricht, konnte für den Titan-Salan-Komplex gemessen werden. Die intrazelluläre 
Titankonzentration stieg über den gesamten Inkubationszeitraum stetig an. Interes-
santerweise wurde das Titanocenderivat Titanocen Y nicht im gleichen Ausmaß in 
den Zellen wiedergefunden. Die Zellaufnahme stieg in den ersten 6 Stunden an, 
doch erreichte dann ein Plateau mit einer höchsten intrazellulären Konzentration von 
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etwa 2 nmol Ti pro mg Protein. Die intrazelluläre Titankonzentration nach 27 Stunden 
wurde auf 191,7 µM geschätzt. Sie liegt damit weit unter der Konzentration des Titan-
Salan-Komplexes Ti(L1)(iOPr)2 nach derselben Inkubationszeit (4500 µM). Die Ti-
tankonzentrationen des Titanocendichlorids lagen in fast allen Proben unterhalb der 
Nachweisgrenze, so dass geschlussfolgert werden konnte, dass Titanocendichlorid 
nicht in die Zelle aufgenommen wird. Dieses Ergebnis stimmt mit bereits publizierten 
Daten des Titanocendichlorids überein [221]. Dennoch ist es überraschend, dass für 
Titanocendichlorid über eine biologische Aktivität berichtet wurde [17, 28, 199, 200, 
206, 222] und der Komplex die klinische Prüfphase erreichte [23, 28], obwohl er of-
fensichtlich nicht in die Zelle aufgenommen wird. Möglicherweise sind hier extrazellu-
läre Targets in Betracht zu ziehen. 
 
Abb. 11-2: Zeitabhängige Akkumulation von Titan in HT-29 Zellen nach Inkubation mit 10 µM 
Titankomplex (Ti(L
1
)(iOPr)2: Titan-Salan, Ti-Y: Titanocen Y, TiCp2Cl2: Titanocendichlorid). (MW, 
n = 2-3) 
Die Ergebnisse der zeitabhängigen Akkumulation in Tumorzellen korrelieren sehr gut 
mit der in vitro-Toxizität der Titankomplexe. Titanocendichlorid, das bis zur höchsten 
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Testkonzentration in den Zytotoxizitätsexperimenten keine Aktivität zeigte, akkumu-
lierte nicht in den Zellen. Der Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(iOPr)2, welcher den im Ver-
gleich niedrigsten IC50-Wert in Tumorzellen aufwies, zeigte die höchste Akkumulation 
in der Zelle. Für Titanocen Y wurde ein höherer IC50-Wert bestimmt, was mit der ge-
ringeren Zellaufnahme des Komplexes in Zusammenhang gebracht werden konnte. 
11.2.1 Einfluss von Serumproteinen auf die Akkumulation in Tumorzellen 
Die drei Titankomplexe Ti(L1)(iOPr)2, Titanocen Y und Titanocendichlorid zeigten im 
Bindungsexperiment unterschiedliche Affinitäten zum Serumprotein Albumin (siehe 
10.2). Serumalbumin ist der Hauptbestandteil des fetalen Kalbserums, welches stan-
dardmäßig als Zusatz zum Zellkulturmedium verwendet wird. Um den Einfluss von 
Serumproteinen auf die Zellaufnahme genauer zu untersuchen, wurden zusätzliche 
Zellaufnahmeexperimente ohne die Zugabe von fetalem Kalbserum durchgeführt. Da 
für Titanocendichlorid keine relevante Titanakkumulation in Tumorzellen beobachtet 
wurde (siehe 11.2), wurde es von den Folgeexperimenten ausgeschlossen.  
 
Abb. 11-3: Zeitabhängige Akkumulation von Titan in HT-29 Zellen nach Inkubation mit 10 µM 
Titanocen Y in Zellkulturmedium mit Serum (grau) und ohne Serum (farblos).                         
(MW ± Stabw., n = 3) 
Biochemische Untersuchungen zum Wirkmechanismus von neuartigen Titan(IV)-Komplexen  
101 
Die zeitabhängige Zellaufnahme des Titanocen Y in HT-29 Zellen in Zellkulturmedi-
um mit Serum und ohne Serumzusatz ist in Abb. 10-3 in Form eines Balkendia-
gramms dargestellt. Wie aufgrund der hohen Bindungsaffinität des Titanocen Y zum 
Serumalbumin erwartet (über 80 % des Komplexes lagen schon nach kurzer Inkuba-
tionszeit an das Albumin gebunden vor, siehe 10.2), ist die intrazelluläre Titankon-
zentration bei Verzicht auf den Serumzusatz stark erhöht. Nach einer Inkubationszeit 
von 27 Stunden konnte eine circa 65-fache Titananreicherung in der Zelle verglichen 
mit dem extrazellulären Medium geschätzt werden. Die Anreicherung liegt damit um 
den Faktor 3,25 höher als in serumhaltigen Medium (20-fache Anreicherung). Die 
Bindung an Serumproteine scheint somit einen starken Einfluss auf die Zellaufnahme 
des Titanocen Y zu haben.  
 
Abb. 11-4: Zeitabhängige Akkumulation von Titan in HT-29 Zellen nach Inkubation mit 10 µM 
Ti(L
1
)(iOPr)2 in Zellkulturmedium mit Serum (grau) und ohne Serum (farblos).                         
(MW ± Stabw., n = 3) 
Die Abb. 11-4 zeigt die Ergebnisse der zeitabhängigen Zellaufnahme in HT-29 Zellen 
des Titan-Salan-Komplexes Ti(L1)(iOPr)2. Überraschend ist, dass die Titankonzentra-
tion in der Zelle bei der Verwendung des serumfreien Zellkulturmediums drastisch 
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reduziert ist. Erst nach 2 Stunden Inkubationszeit war Titan in den Zellen bestimm-
bar. Eine maximale zelluläre Titankonzentration wurden nach 24 Stunden erreicht, 
lag jedoch mit circa 2 nmol Titan pro mg Zellprotein weit unter der maximal gemes-
senen Konzentration von circa 17 nmol Titan pro mg Zellprotein bei Serumzusatz. 
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass im Fall des Titan-Salan-Komplexes das Ser-
umalbumin und andere Serumproteine, z.B. Transferrin, eine Transporterfunktion 
ausüben und den Komplex zur Zelle transportieren (ähnlich des postulierten Mecha-
nismus von Tinoco et al. [202], siehe Abb. 10-1). Diese These würde die höhere int-
razelluläre Akkumulation und höhere Zytotoxizität des Titan-Salan-Komplexes vergli-
chen mit dem Titanocenderivat Titanocen Y erklären. 
11.2.2 Einfluss des Liganden auf die Zellaufnahme von Titan-Salan-
Komplexen 
Es sollte untersucht werden, ob der Substituent am Salan-Liganden der Familie der 
Titan-Salan-Komplexe einen Einfluss auf die Zellaufnahme hat und die eventuellen 
Unterschiede in der zellulären Akkumulation der Grund für die unterschiedlichen IC50-
Werte sind. In Abb. 11-5 ist die zeitabhängige Akkumulation der Titan-Salan-
Komplexe Ti(L1-7)(iOPr)2 im Vergleich mit Titanocendichlorid (TiCp2Cl2) dargestellt. 
Alle untersuchten Titan-Salan-Komplexe zeigten eine höhere Zellaufnahme als Ti-
tanocendichlorid, das kaum in den Proben nachweisbar war. Es wurde eine zeitab-
hängige Akkumulation der Titan-Salan-Komplexe in den Tumorzellen beobachtet, die 
nach 24-stündiger Inkubationsdauer in einer zellulären Titankonzentration von we-
nigstens 600 µM resultierte, was einer circa 60-fachen Anreicherung in der Zelle ver-
glichen mit dem extrazellulären Medium entspricht. Die höchste Anreicherung (über 
300-fach nach 24 Stunden) wurde für den Bromid-substituierten Titan-Salan-
Komplex Ti(L1)(iOPr)2 erzielt (siehe auch 11.2). Von den verbleibenden sechs Kom-
plexen zeigte Ti(L4)(iOPr)2 die höchste Zellaufnahme, was vermutlich auf den positi-
ven Einfluss des Chlorid-Liganden zurückzuführen ist. Die niedrigste Zellaufnahme 
nach 24 Stunden konnte für das Trimer Ti(L5)(iOPr)2 beobachtet werden. Die stereo-
chemische Konfiguration der Titan-Salan-Komplexe scheint keinen Einfluss auf die 
Akkumulation in Tumorzellen zu haben (vgl. Ti(L6)(iOPr)2 und Ti(L
7)(iOPr)2), ebenso 
wie der Cyclohexanring der Komplexe Ti(L6)(iOPr)2 und Ti(L
7)(iOPr)2. Der sterisch 
gehinderte Titan-Salan-Komplex Ti(L3)(iOPr)2, welcher tert-Butyl-Substituenten trägt, 
zeigte eine über die Inkubationsdauer verlangsamte Zellaufnahme, erzielte jedoch 
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ähnliche intrazelluläre Titankonzentrationen wie die anderen Komplexe dieser Sub-
stanzklasse. 
 
Abb. 11-5: Zeitabhängige Akkumulation von Titan-Salan-Komplexen in HT-29 Zellen. (MW ± 
Stabw., n = 2-3) 
Für die Titan-Salan-Komplexe konnte kein linearer Zusammenhang der Zellaufnah-
me mit den IC50-Werten in Tumorzellen gefunden werden (siehe Abb. 11-6). Den-
noch ist zu erwähnen, dass die Bromid- und Chlorid-substituierten Titan-Salan-
Komplexe mit der höchsten antiproliferativen Aktivität und einem IC50-Wert von circa 
1 µM auch die höchste Akkumulation in Tumorzellen mit Werten um 17 bzw. 10 nmol 
Titan pro mg Protein zeigten. Des Weiteren ist interessant, dass für den sterisch ge-
hinderten Komplex Ti(L3)(iOPr)2 eine intrazelluläre Titankonzentration gemessen 
werden konnte, dieser aber keine Zytotoxizität bis zu einer Testkonzentration von 
100 µM aufwies. 
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Abb. 11-6: Korrelation der Zellaufnahme mit der Zytotoxizität der Titan-Salan-Komplexe 
11.2.3 Zusammenfassung 
Für die neuen Titan(IV)-Komplexe konnte eine zeitabhängige Akkumulation in den 
Tumorzellen belegt werden. Die Referenzsubstanz Titanocendichlorid war nicht in 
den Zellen nachweisbar. Abhängig vom Liganden (Salan oder Cyclopentadienyl) 
fand die zelluläre Akkumulation in unterschiedlichem Ausmaß statt und korrelierte mit 
den IC50-Werten der Titanverbindungen. Die höchsten zellulären Titankonzentratio-
nen konnten für den Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(iOPr)2 nach 27 Stunden geschätzt 
werden.  
Die Untersuchung des Einflusses der Bindungseigenschaften der Titankomplexe 
Ti(L1)(iOPr)2  und Titanocen Y zu Serumproteinen lieferte ein interessantes Ergebnis, 
da beide Komplexe ein gegensätzliches Verhalten zeigten. Bei der Anwesenheit von 
Serumproteinen war die Zellaufnahme des Titanocen Y erniedrigt, wohingegen die 
Akkumulation des Titan-Salan-Komplexes in Tumorzellen drastisch gesteigert war.  
Die Untersuchung des Ligandeneinflusses auf die Zellaufnahme der Substanzklasse 
der Titan-Salan-Komplexe zeigte, dass kein linearer Zusammenhang zwischen der 
Zytotoxizität der Komplexe und dem Zellaufnahmeverhalten besteht. 
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11.3 Intrazelluläre Verteilung der Titankomplexe 
Eukaryontische Zellen sind von einer Zellmembran umgeben und im Innenraum, dem 
Cytoplasma, in verschiedene Kompartimente, sog. Zellorganellen, strukturiert. Das 
größte Zellorganell mit einem Durchmesser von 10-20 µm ist der mit dem Lichtmikro-
skop sichtbare Zellkern, der sog. Nucleus. Er enthält 99 % der genetischen Informa-
tion einer Zelle, die DNA. Die restlichen 1 % sind in Form von mitochondrialer DNA 
(mtDNA) in den Mitochondrien gespeichert. Da die neuartigen Titankomplexe eine 
stärkere DNA-Bindung als Cisplatin zeigten (siehe 10.1) und eine hohe Zellaufnahme 
besitzen (siehe 11.2), sollte untersucht werden, ob die Titanverbindungen bis in den 
Zellkern gelangen können, um dort mit der DNA zu interagieren. Dazu wurden Zell-
kerne aus den Tumorzellen nach Inkubation mit den Titankomplexen isoliert und an-
schließend auf ihren Titangehalt analysiert. Zur Titanquantifizierung wurde auf die 
optimierte HR-CS AAS-basierte Methode zur Titanquantifizierung (siehe Kapitel 8) 
zurückgegriffen. 
 
Abb. 11-7: Aufbau der Mitochondrien 
Ein weiteres Zellorganell sind die für den Stoffwechsel der Zelle besonders wichtigen 
Mitochondrien. Sie dienen der Energieerzeugung, sind 1-2 µm groß und kommen 
mehrfach in einer Zelle vor, so dass sie etwa 25 % des gesamten Zellvolumens 
ausmachen. Der besondere strukturelle Aufbau der Mitochondrien ist in Abb. 11-7 
dargestellt. Sie sind von zwei Membranen umschlossen: der glatten, äußeren Memb-
ran und der eingefalteten, inneren Membran. Die innere Membran umschließt den 
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Matrix-Raum. Die Einstülpungen der inneren Membran werden als Cristae bezeich-
net. Der Intermembran-Raum befindet sich zwischen der inneren und äußeren 
Membran. Hydrophile Poren in der äußeren Membran erlauben den Austausch von 
kleinen Molekülen. Die innere Membran ist eher undurchlässig  und der Stofftrans-
port kann nur mittels zahlreicher Transporter erfolgen. Nach der von Mereschkowski 
1910 erstmals aufgestellten Endosymbionten-Theorie [223] sind Mitochondrien in 
einer frühen Evolutionsphase aus aeroben Bakterien entstanden, womit die zwei ver-
schiedenen Membranen und die eigene DNA der Mitochondrien erklärt werden. Die 
Mitochondrien spielen auch eine Rolle beim programmierten Zelltod der Zelle. Der 
mitochondriale Weg der Apoptose wird von DNA-Schäden oder oxidativem Stress 
ausgelöst. Da für viele Metallkomplexe, insbesondere für Goldkomplexe ein Einfluss 
auf den Metabolismus der Mitochondrien beschrieben wurde [224], sollte untersucht 
werden, ob die Titankomplexe auch in der Lage sind die Membranen der Mitochond-
rien zu passieren. Aus diesem Grund wurden Mitochondrien aus HT-29 Zellen isoliert 
und die Titankonzentration in den Mitochondrien quantifiziert. 
11.3.1 Akkumulation von Titankomplexen in Zellkernen 
Für die Isolierung der Zellkerne aus den Tumorzellen wurde auf eine von Muramatsu 
et al. publizierte Methode zurückgegriffen [225], die leicht modifiziert wurde. Die Tu-
morzellen wurden demnach nach der Inkubation mit den Titankomplexen in 175 cm2-
Zellkulturflachen mit verschiedenen Detergenzien versetzt. Dadurch kam es zum 
Quellen der Zellen, die anschließend mit Hilfe eines Homogenisators aufgebrochen 
werden konnten. Durch Dichtegradientenzentrifugation wurden die Zellkerne abge-
trennt. Für die weitere Analytik wurden die Zellkerne in Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA)-Lösung aufgenommen und in einem Ultraschallbad zerstört. Vor der Be-
stimmung der Titankonzentrationen in den Zellkernen wurde die Zellkernbiomasse 
nach der Bradford-Methode bestimmt. Die Auswertung erfolgte als nmol Titan pro mg 
Kernprotein. Es wurden Zellkerne nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (1, 4, 6 
und 24 Stunden) isoliert. Als Testkonzentration dienten 25 mikromolare Lösungen 
der Titankomplexe. Im Gegensatz zur totalen Zellaufnahme wurde für dieses Expe-
riment eine höhere Konzentration verwendet, da eine geringere Konzentration in den 
Zellkernen zu erwarten war (aufgrund der geringen Biomasse des Zellorganells ver-
glichen mit der Gesamtzelle) und damit die Gefahr bestand unterhalb der Nachweis- 
bzw. Bestimmungsgrenze zu liegen. Wie unter 11.1 beschrieben, ist auch bei dieser 
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Konzentration noch keine Sättigung der Zellaufnahme zu erwarten.  Die detaillierte 
Versuchsdurchführung für die Zellkernisolierung und Bestimmung des Titangehalts 
ist unter 20.9.2 beschrieben.  
 
Abb. 11-8: Zeitabhängige Akkumulation von Titan in Zellkernen von HT-29 Zellen nach Inkuba-
tion mit 25 µM Titan-Salan (Ti(L1)(iOPr)2) bzw. Titanocen Y (Ti-Y). (MW ± Stabw., n = 4) 
Es wurden in den Zellkernen Titankonzentrationen bis zu 19 nmol pro mg Kern-
portein gefunden (siehe Abb. 11-8). Für den Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(iOPr)2 konn-
te eine kontinuierliche Aufnahme über die gesamte Inkubationszeit von 24 Stunden 
beobachtet werden. Es wurden Werte um 14 nmol Titan pro mg Kernprotein erreicht. 
Titanocen Y zeigte eine stärkere Akkumulation in den Zellkernen mit maximalen Ti-
tankonzentrationen von 19 nmol pro mg Protein nach 6 Stunden. Überraschend war 
der starke Konzentrationsabfall nach längerer Inkubation (24 Stunden). Zusammen-
fassend lässt sich sagen, dass beide Titankomplexe etwa in gleichem Ausmaß in die 
Zellkerne aufgenommen wurden, obwohl sie unterschiedliche IC50-Werte aufwiesen 
(siehe  9.1). Diese Tatsache lässt vermuten, dass die DNA-Interaktion nicht oder nur 
teilweise für die antiproliferative Wirkung relevant ist. Die DNA scheint folglich nicht 
das alleinige Target der Titankomplexe zu sein. 
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11.3.2 Akkumulation in Mitochondrien 
Für die Isolierung der Mitochondrien wurde ein spezielles Kit (siehe 19.2) verwendet. 
Der Isolierungsprozess basierte, ähnlich wie die Isolierung der Zellkerne, auf ver-
schiedenen Dichtegradientenzentrifugationen. Das genaue Versuchsprotokoll ist un-
ter 20.9.3 zu finden. Nach der Isolierung der Mitochondrien wurden diese in einer 
Pufferlösung aufgenommen und mittels Ultraschall zerstört. Vor der Bestimmung der 
Titankonzentration in den Mitochondrien wurde die Proteinkonzentration in den ein-
zelnen Proben nach der Bradford-Methode (siehe 20.8) bestimmt. Die Auswertung 
erfolgte als nmol Titan pro mg Mitochondrienprotein. Es wurden Zellkerne nach un-
terschiedlichen Inkubationszeiten (1, 4, 6 und 24 Stunden) isoliert. Als Testkonzent-
ration dienten, wie zur Untersuchung der Akkumulation in den Zellkernen, 25 mikro-
molare Lösungen der Titankomplexe, damit identische Versuchsbedingungen gege-
ben waren. 
 
Abb. 11-9: Zeitabhängige Akkumulation von Titan in Mitochondrien von HT-29 Zellen nach In-
kubation mit 25 µM Titan-Salan (Ti(L1)(iOPr)2) bzw. Titanocen Y (Ti-Y). (MW ± Stabw., n = 3-4) 
Die zeitabhängige Aufnahme der Titankomplexe in die Mitochondrien ist in Abb. 11-9 
dargestellt. Die untersuchten Titankomplexe Ti(L1)(iOPr)2 und Titanocen Y zeigen 
eine Akkumulation in den Mitochondrien unterschiedlichen Ausmaßes. Nach Inkuba-
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tion mit Titanocen Y konnte kaum Titan in den Mitochondrien bestimmt werden. Die 
mitochondriale Titankonzentration lag über den gesamten Inkubationszeitraum kon-
stant zwischen 1 und 3 nmol Titan pro mg Mitochondrienprotein. Für den Titan-
Salan-Komplex konnte dagegen eine zeitabhängige Akkumulation mit einer maxima-
len Titankonzentration von circa 30 nmol pro mg Mitochondrienprotein nach 24 Stun-
den beobachtet werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Mitochondrien 
als Wirkort für das Titanocenderivat eher auszuschließen sind. Für den Titan-Salan-
Komplex könnte die hohe mitochondriale Akkumulation für ein Target in den Mito-
chondrien sprechen. 
11.3.3 Zusammenfassung 
Beide untersuchten Titankomplexe konnten in den isolierten Zellkernen von Tumor-
zellen mit ähnlichen, über die Zeit ansteigenden Konzentrationen nachgewiesen 
werden. In den Mitochondrien waren dagegen nur geringe Konzentrationen des Ti-
tanocen Y zu finden, wohingegen der Titan-Salan-Komplex Ti(L1)(iOPr)2 in hohen 
Konzentrationen akkumulierte. Diese Ergebnisse könnten für ein mitochondriales 
Targeting des Titan-Salan-Komplexes sprechen. Für Titanocen Y sind die Zellkerne 
als Zielorganellen dagegen wahrscheinlicher. 
11.4 Zusammenfassung 
Die untersuchten Titankomplexe mit einem Salan- oder Cyclopentadienyl-Liganden 
zeigten eine unterschiedliche Bioverteilung. Für den Titan-Salan-Komplex konnte 
eine konzentrations- und zeitabhängige Aufnahme in Tumorzellen mit kontinuierlich 
steigenden zellulären Titankonzentrationen beobachtet werden. Die Untersuchung 
der intrazellulären Bioverteilung zeigte, dass der Komplex in Zellkernen und in den 
Mitochondrien zu finden war. Die mitochondrialen Titankonzentrationen waren etwa 
doppelt so hoch wie die nuclearen, was für ein mitochondriales Targeting des Titan-
komplexes mit Salan-Liganden sprechen könnte. Die Akkumulation des Titanocende-
rivates Titanocen Y in Tumorzellen war vergleichsweise gering. Bei der Untersu-
chung der intrazellulären Bioverteilung konnte kaum Titan in den Mitochondrien be-
stimmt werden, wohingegen in den Zellkernen mit dem Titan-Salan-Komplex ver-
gleichbare Konzentrationen gefunden werden konnten. Für Titanocen Y ist daher der 
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Zellkern als Zielorganell eher in Betracht zu ziehen. Titanocendichlorid  zeigte bei 
den Untersuchungen zur Bioverteilung keine relevante Aufnahme in Tumorzellen.  
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12. Zusammenfassende Diskussion 
Es wurden die biochemischen Eigenschaften sowie die Bioverteilung neuartiger, anti-
tumoraktiver Titan(IV)-Komplexe mit Salan- oder Cyclopentadienyl-Liganden unter-
sucht. Die Experimente wurden im Hinblick auf die Aufklärung des bisher unbekann-
ten Wirkmechanismus dieser Substanzklassen durchgeführt. 
Aus Vorarbeiten war bekannt, dass die zu untersuchenden Titankomplexe antiprolife-
rative Eigenschaften aufweisen. Zur weiteren Charakterisierung dieser Eigenschaften 
wurden die IC50-Werte der Titankomplexe in zwei weiteren Tumorzelllinien bestimmt. 
Es wurden humane Brust- und Darmkrebszelllinien ausgewählt, da es die am meis-
ten verbreiteten Krebsformen sind.  Für die Leitstruktur der Titan-Salan-Komplexe als 
auch für das Titanocenderivat Titanocen Y konnten IC50-Werte im unteren mikromo-
laren Bereich berechnet werden. Für den Referenzkomplex Titanocendichlorid, wel-
cher in den 1990er Jahren in der klinischen Prüfphase getestet wurde,  konnte dage-
gen kein IC50-Wert bis zur höchsten Testkonzentration von 500 µM ermittelt werden. 
Auch etablierte Zytostatika, wie der Platinkomplex Cisplatin, zeigten mit IC50-Werten 
zwischen 5 µM und 10 µM eine geringere Antitumoraktivität als die neuartigen Ti-
tan(IV)-Komplexe. Untersuchungen an gesunden Zellen (Mausfibroblasten) ergaben, 
dass die Titankomplexe vermutlich keine selektive Wirkung für Tumorzellen besitzen. 
Aus den Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Substanzklasse der Titan-Salan-
Komplexe wurde ersichtlich, dass die antiproliferative Potenz stark vom Substituen-
ten am Salan-Liganden und damit von der chemischen Struktur des Komplexes ab-
hängt. Elektronenziehende Substituenten, wie die Halogenide, waren besonders vor-
teilhaft für die antiproliferative Aktivität dieser Substanzklasse.  
Zur Untersuchung der in vivo-Toxizität der Titankomplexe auf den Gesamtorganis-
mus und die Embryonalentwicklung wurde der Zebrafischembryo als Modellorganis-
mus verwendet. Die LC50-Werte der neuen Titan(IV)-Komplexe im Zebrafischembryo 
lagen deutlich höher als die in Tumorzellen ermittelten IC50-Werte. Bei Inkubation mit 
dem Komplex Titanocendichlorid, der keine zytotoxischen Eigenschaften in Tumor-
zellen aufwies, traten toxische Effekte im Zebrafischembryo auf. Da es sich bei den 
in vivo-Experiment im Zebrafischembryo nur um ein erstes Screening handelt und 
dieses nicht mit den in vivo-Experimenten in der Maus vergleichbar ist, bieten die 
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Ergebnisse nur einen Hinweis darauf, dass der Titan-Salan-Komplex und Titanocen 
Y eine vergleichsweise geringe Toxizität im Gesamtorganismus besitzen, obwohl sie 
antiproliferativ gegen Tumorzellen wirken. 
In Bindungsexperimenten wurden die Affinitäten der Titankomplexe zu Biomolekülen 
charakterisiert. Als Biomolekül war insbesondere die DNA interessant, da sie das 
Target vieler Antitumorwirkstoffe ist. Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur das 
Titan als Zentralatom für die Bindungseigenschaften relevant ist, sondern die Eigen-
schaften des Liganden die Bindungsaffinität bestimmen. Die Titanocenderivate (Ti-
tanocendichlorid und Titanocen Y) zeigten eine höhere Affinität zur DNA als der Ti-
tankomplex mit Salan-Ligand, weshalb für letzteren die DNA als Target eher unwahr-
scheinlich ist. Als weiteres Biomolekül war das Serumalbumin im Blutplasma des 
Menschen für die Titankomplexe relevant, da das Albumin in der Literatur als Trans-
porter für Metallkomplexe diskutiert wird. Die Bindungsexperimente zeigten, dass die 
untersuchten Titankomplexe unterschiedliche Affinitäten zum Serumalbumin besit-
zen. Ähnlich der DNA-Bindungsexperimente besaßen die Titanocenderivate höhere 
Affinitäten zum Serumalbumin als der Titan-Salan-Komplex. Die Relevanz der unter-
schiedlichen Bindungseigenschaften wurde in weiterführenden Experimenten zur 
Bioverteilung der Titankomplexe genauer untersucht. 
Zur Untersuchung der Bioverteilung der Komplexe wurde eine auf der Atomabsorpti-
onsspektrometrie basierende Methode zur Quantifizierung von Titan in biologischem 
Material mit einer Nachweisgrenze im unter µg/L-Bereich entwickelt. Mit der optimier-
ten Methode konnten bekannte Störeffekte von AAS-Signalen, wie Memory-Effekte 
und das Tailing, verhindert werden. Der Optimierungsprozess ergab eine ideale Py-
rolyse- bzw. Atomisierungstemperatur von 1400 °C bzw. 2600 °C. Außerdem war der 
Zusatz von Triton®-X100 sowie 13 %-iger Salpetersäure zur Stabilisierung der Sus-
pension nötig. Darüber hinaus wurde belegt, dass eine Anpassung des Proteinge-
halts aller Proben auf dieselbe Konzentration vor der Messung erforderlich ist, um 
den Einfluss der Proteinkonzentration auf die gemessene Absorption zu eliminieren. 
Unter Anwendung der entwickelten AAS-Methode konnte die Titankonzentration in 
Tumorzellen nach Inkubation mit den Titankomplexen bestimmt werden. Für die un-
tersuchten Komplexe Ti(L1)(iOPr)2 und Titanocen Y lag eine zeitabhängige Zellauf-
nahme, die in unterschiedlichen zellulären Titankonzentrationen resultierte, vor. Der 
Titan-Salan-Komplex zeigte eine um den Faktor 20 erhöhte Anreicherung in der Tu-
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morzelle als Titanocen Y. Bei der Abwesenheit von Serumproteinen konnte die 
Zellaufnahme des Titanocen Y jedoch gesteigert werden, wohingegen die Akkumula-
tion des Titan-Salan-Komplexes in Tumorzellen drastisch reduziert wurde. Innerhalb 
der Substanzklasse der Titan-Salan-Komplexe konnte ein Einfluss des Liganden auf 
die Zellaufnahme beobachtet werden. Die zelluläre Titankonzentration korrelierte je-
doch nicht mit der Zytotoxizität der Komplexe. 
Die Untersuchung der intrazellulären Bioverteilung ergab eine unterschiedliche Loka-
lisation der Titankomplexe mit Salan- bzw. Cyclopentadienyl-Liganden in der Tumor-
zelle. Es konnten hohe Konzentrationen des Titan-Salan-Komplexes in den Mito-
chondrien und moderate Konzentrationen im Zellkern bestimmt werden. Für Ti-
tanocen Y war dagegen nur eine relevante Akkumulation in Zellkernen zu beobach-
tet. Mit Blick auf die insgesamt geringere Zellaufnahme dieses Komplexes und den 
damit verglichen hohen Konzentrationen des Titanocen Y im Zellkern, scheint dieses 
Zellorganell als Target wahrscheinlich. 
Schlußfolgerung und Ausblick 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Titan(IV)-Komplexe mit Salan- oder 
Cyclopentadienyl-Liganden ein sehr unterschiedliches Verhalten bezüglich ihrer To-
xizität, Affinität zu Biomolekülen und Bioverteilung besitzen. Der Titan-Salan-
Komplex weist eine nur geringe Bindungsaffinität zur DNA und Serumalbumin auf, 
akkumuliert jedoch serumabhängig und in hohen Konzentrationen in der Zelle. Die 
Zellaufnahme des Titanocen Y ist vergleichsweise gering, die Affinitäten zu Biomole-
külen dagegen hoch. Auch die Untersuchungen zur Bioverteilung lassen einen unter-
schiedlichen Wirkmechanismus der untersuchten Titankomplexe vermuten. Während 
für Titanocen Y der Transport in den Zellkern und die Bindung zur DNA entscheidend 
zu sein scheinen, sind für den Titan-Salan-Komplex die Mitochondrien als Zielorga-
nell wahrscheinlicher. Insgesamt konnten die Untersuchungen zeigen, dass Titan-
komplexe keine einheitliche Reaktiviät und Bioverteilung besitzen und sich die biolo-
gischen Eigenschaften von Titankomplexen durch die Ligandenwahl beeinflussen 
lassen. Für die weitere Forschung an Titankomplexen wäre die weitere Eingrenzung 
möglicher Targets interessant. Insbesondere die Titan-Salan-Komplexe, für die ein 
andersartiger Wirkmechanismus zu vermuten ist, besitzen ein hohes Potential für 
den Einsatz als Antitumorwirkstoffe. Außerdem wäre die Suche nach alternativen 
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Liganden für Titankomplexe, die die Reaktivität und Biovertielung gezielt modifizie-
ren, erstrebenswert.       
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13. Synthese, Strukturaufklärung und Stabilität von 
Platin(II)-Alkinyl-Komplexen 
Die Synthesen, Strukturaufklärung und Stabilitätsuntersuchungen einiger Platin-
Alkinyl-Komplexe des Typs [Pt(cod)(CCR)2] und [Pt(cod)(Me)(CCR)] wurden am 
Institut für Anorganische Chemie der Universität Köln im Arbeitskreis von Prof. Dr. 
Axel Klein durchgeführt [44, 226]. 
13.1 Wirkstoffdesign 
Bei den Platin-Alkinyl-Komplexen handelt es sich um eine neuartige Familie von Pla-
tinkomplexen, die einen Olefin-Chelat-Liganden in Kombination mit einem elektro-
nenreichen Alkyl- oder Alkinyl-Koliganden besitzen. Als Olefin-Chelat-Ligand wurde 
stets ein hydrophober 1,5-Cyclooctadien (cod)-Ligand verwendet, als Alkyl-Ligand 
eine Methyl-Gruppe. Die Alkinyl-Koliganden unterlagen einer systematischen Ligan-
denvariation. Es wurden vorwiegend Phenylacetylid-Liganden, die sich in der Substi-
tuition des Phenylrings unterscheiden, eingesetzt (siehe Abb. 13-1).  
 
Abb. 13-1: Ligandensatz 
Die unterschiedlichen Substituenten führten zu einer unterschiedlichen elektroni-
schen Struktur der Komplexe. Elektronenschiebende bzw. elektronenziehende Sub-
stituenten haben einen Effekt auf die CC-Dreifachbindung, die über eine σ-Bindung 
an das Platin gebunden ist. Als elektronenschiebender Substituent wurde z.B. die 
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Methoxy-Gruppe und als elektronenziehender Substituent  u.a. die Nitro-Gruppe 
verwendet. Zusätzlich wurden die Substituenten an verschiedenen Positionen des 
aromatischen Rings (ortho, meta, para) eingeführt um den Einfluss der 2-, 3-, 4-
Position näher zu untersuchen. Neben den Phenylacetylid-Liganden wurde zusätz-
lich ein Ethinylpyridin-Ligand verwendet. 
Die synthetisierten cod-Platin(II)-Komplexe ließen sich in zwei Serien nach ihrem  
Strukturtyp einteilen (siehe Abb. 13-2). Bei der Serie I handelt es sich um cod-Platin-
Komplexe mit zwei identischen Alkinyl-Koliganden. Sie werden im Folgenden auch 
als symmetrische Platin-Alkinyl-Komplexe oder Dialkinyl-Komplexe bezeichnet. Die 
Serie II ist charakterisiert durch unterschiedliche Liganden am Platin. Zum einen ist 
ein Methyl-Koligand und zum anderen ein Alkinyl-Koligand an das Platin koordiniert. 
Sie werden daher als unsymmetrisch bezeichnet. 
 
Abb. 13-2: Organometallische cod-Platin(II)-Komplexe 
Von Klein et al. wurden bereits einige der Platinkomplexe des Typs [Pt(cod)(CCR)2] 
und [Pt(cod)(Me)(CCR)]  synthetisiert und charakterisiert [44, 226]. Es handelt sich 
dabei um die in Tab. 13-1 gelisteten Verbindungen. Es wurden die Platin-Alkinyl-
Komplexe [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] und [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] im Rahmen 
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Tab. 13-1: Liste der von Klein et al. synthetisierten Platin-Alkinyl-Komplexe. (blau: Serie I, grün: 
Serie II) 











13.2 Darstellung der Platin-Alkinyl-Komplexe 
13.2.1 Synthese der Liganden 
Die verwendeten Alkin-Liganden wurden größtenteils käuflich erworben. Die Synthe-
se der nicht käuflich erworbenen Liganden 2-Nitrophenylacetylen, 3-Nitroacetylen 
und 4-Nitroacetylen wurde von Klein et al. durchgeführt [44, 226].  
13.2.2 Synthese der Platinkomplexe 
Die Synthese der Platin-Alkinyl-Komplexe des Typs [Pt(cod)(CC(R)2] erfolgte nach 
einer publizierten Methode mit wenigen Modifizierungen (siehe Abb. 13-3) [44, 226]. 
Der käuflich erworbene Präkursor-Komplex [PtCl2(cod)] wurde zunächst in wenig eis-
kaltem Ethanol suspendiert. Anschließend wurde der zuvor deprotonierte Alkin-
Ligand hinzugegeben. Die Deprotonierung erfolgte mittels Natriumethanolat in Etha-
nol. Nach 2-stündigem Rühren in der Kälte wurde der Platin-Alkinyl-Komplex durch 
Entfernen des Lösemittels und Umkristallisieren erhalten (siehe dazu auch 20.1.2). 
Für den synthetisierten Komplex [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] wurde eine Ausbeute von 
38 % erzielt. Die geringe Ausbeute lag an der geringen Ansatzgröße, die eine voll-
ständige Isolation des synthetisierten Produkts erschwerten. Durch Verwendung 
größerer Ansätze sowie Optimierung des Syntheseverfahrens ist hier sicherlich eine 
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Steigerung zu erzielen. Klein et al. wandten für einige Platin-Alkinyl-Komplexe alter-
native Syntheserouten an, u.a. Verwendung von Natriumethanolat anstatt Natrium-
methanolat oder Umsetzung mit p-Tolylacetylen und Kupferiodid, und erzielten dabei 
variierende Ausbeuten von 36  bis 90 % [44, 226]. 
 
Abb. 13-3: Syntheseschema der Serie I 
Die Synthese der Serie II erfolgte ausgehend vom Präkursor-Komplex 
[PtCl(cod)(Me)], der nach einer von Clark et al. publizierten Vorschrift synthetisiert 
wurde [227]. Das Syntheseschema der Platin-Alkinyl-Komplexe des Typs 
[Pt(cod)(Me)(CCR)] ist in Abb. 13-4 abgebildet.  
 
Abb. 13-4: Syntheseschema der Serie II 
Zunächst wurde durch Umsetzung des Präkursor-Komplexes [Pt(cod)(Me)2] mit Ace-
tylchlorid (AcCl) in Dichlormethan/Methanol das Zwischenprodukt [PtCl(cod)(Me)] 
erhalten (Ausbeute 67 %). In situ wurde dabei HCl gebildet, das den Austausch nur 
eines Methyl-Liganden gegen einen Chlorido-Liganden ermöglicht. Dieser Umweg 
war nötig, da aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Platin-Kohlenstoff-Bindung ge-
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genüber Mineralsäuren bei einer direkten Umsetzung mit HCl der dichlorierte Kom-
plex entsteht. Der Austausch des Chlorido-Liganden erfolgte analog zur Serie I mit 
Natriummethanolat in kaltem Ethanol. Der Komplex [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 
wurde nach Abtrennen des Lösemittels durch Filtration und Umkristallisation mit ei-
ner Ausbeute von 59 % erhalten. Die von Klein et al. synthetisierten Komplexe der 
Serie II wurden in einer alternativen Syntheseroute dargestellt, die in den entspre-
chenden Publikationen nachzulesen sind [44, 226]. Die erzielten Ausbeuten lagen 
dabei zwischen 34 und 90 %. 
13.2.3 Strukturaufklärung 
Die Strukturaufklärung der von Klein et al. synthetisierten Platin-Alkinyl-Komplexe ist 
in der Literatur zu finden [44, 226]. Sie wurden mittels NMR-Spektroskopie, IR-
Spektroskopie, UV/Vis-Spektroskopie, Elementaranalyse und teilweise durch Rönt-
genstrukturanalyse sowie elektrochemisch untersucht.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Komplexe [PtCl(cod)(Me)], 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] und [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] NMR-spektroskopisch und 
mittels Elementaranalyse charakterisiert. Die NMR-Spektroskopie eignet sich zur 
Strukturaufklärung der Platin-Alkinyl-Komplexe, da sich Protonen an allen Liganden 
der Komplexe befinden. So konnte der Syntheseerfolg leicht überprüft werden. In 
Abb. 13-5 sind die erhaltenen 1H-NMR-Spektren der synthetisierten Platin-Alkinyl-
Komplexe sowie das Spektrum des als Edukt verwendeten Alkins 4-
Methoxyphenylacetylen dargestellt. In beiden Spektren der Platin-Alkinyl-Komplexe 
(Abb. 13-5 Mitte und unten) ist die Abwesenheit des Alkin-Protons bei circa 3 ppm 
klar zu erkennen. Das spricht für eine vollständige Umsetzung des Edukts. Im Falle 
des symmetrischen Platin-Alkinyl-Komplexes [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] lassen sich 
alle Signale eindeutig den entsprechenden Protonen zuordnen (siehe farbige Markie-
rungen in der Abb. 13-5). Beim unsymmetrischen Platin-Alkinyl-Komplex 
Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)]  konnte eine Aufspaltung des Signals für die olefinischen 
cod-Protonen (4,89 ppm und 5,46 ppm)  beobachtet werden. Dieser Effekt ist inte-
ressant und könnte für eine Kopplung der cod-Protonen mit dem Platin sprechen. Zur 
genaueren Abklärung und exakten Zuordnung der olefinischen cod-Protonen ist die 
Aufnahme eines 195Pt-NMR-Spektrum erforderlich. 
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Die Reinheit der Komplexe wurde mittels Elementaranalyse überprüft. Die experi-
mentellen Daten sind unter 20.1.2 zu finden. Mit Abweichungen von < 0,7 % zum 
berechneten Wert konnte die Reinheit der Verbindungen gezeigt werden. 





H-NMR-Spektrum in CDCl3 von 4-Methoxyphenylacetylen (oben) und 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] (Mitte), in CD2Cl2 von [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] (unten) 
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13.3 Stabilitätsuntersuchungen 
Für ausgewählte Platin-Alkinyl-Komplexe wurde die Stabilität in Dimethylformamid 
(DMF) sowie gegenüber verschiedenen biologisch relevanten Molekülen bzw. Ionen 
NMR- oder UV/Vis-spektroskopisch untersucht [226].  
DMF wurde in den biochemischen Experimenten als Lösemittel verwendet, weshalb  
die Untersuchung der Stabilität in diesem Lösemittel besonders wichtig ist. Nach dem 
HSAB-Konzept [128] ist eine Koordination an das Platin über das Stickstoffatom des 
DMF wahrscheinlich. Die zeitabhängigen NMR- und UV/Vis-Spektren ergaben, dass 
es nach circa 3-4 Tagen zu einer Zersetzung der Komplexe unter Bildung von cod-
Dimethyl- oder cod-Dialkinyl-Komplexen (Serie II)  bzw. Produkten unbekannter 
Struktur (Serie I) kam. Gegenüber Chlorid-Ionen, die per se in allen Zellen vorhanden 
sind, und dem biologische relevanten Triglycerid Glutathion (siehe Kapitel 17) konnte 
eine sehr langsame Zersetzung des getesteten, unsymmetrischen Komplexes 
[Pt(cod)(Me)(CC(4NO2)Ph)] beobachtet werden. Das Cystein-haltige Glutathion spielt 
eine wichtige Rolle im Redoxstoffwechsel der Zelle und ist das Substrat der Gluta-
thionreduktase (siehe 4.3.1). Außerdem ist die Deaktivierung der Platinkomplexe 
durch Bindung zu Glutathion ein möglicher Mechanismus, der die Cisplatin-
Resistenzen verursacht [41]. 
Im Hinblick auf die Anwendung dieser Komplexfamilie als Antitumorwirkstoffe wären 
weiterführende Stabilitätsuntersuchungen unter physiologischen Bedingungen, z.B. 
in Blutplasma mittels Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung, 
sehr interessant. 
13.4 Zusammenfassung 
Die cod-Platin-Komplexe mit Methyl/Alkinyl-und Dialkinyl-Koliganden wurden mit aus-
reichender Reinheit synthetisiert. Hinsichtlich der erzielten Ausbeuten ist eine Ver-
besserung durch Optimierung der Aufreinigungsschritte möglich. Die Stabilitätsunter-
suchungen ergaben eine ausreichende Stabilität der untersuchten Platin-Alkinyl-
Komplexe in dem für die biologischen Experimente verwendeten Lösemittel (DMF) 
sowie gegenüber ausgewählten biologisch relevanten Molekülen bzw. Ionen (Chlorid, 
Glutathion). Die Untersuchungen unter physiologischen Bedingungen stehen noch 
aus. 
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14. Toxikologische Untersuchungen 
Toxikologische Untersuchungen im Zellkulturmodell dienen als erstes Screening für 
neue Wirkstoffe um ihre antiproliferativen Eigenschaften gegen Tumorzellen zu cha-
rakterisieren. Ist ein Einsatz als potentieller Antitumorwirkstoff angedacht, so werden 
Aktivitäten im unteren mikromolaren Bereich angestrebt, was einer ausreichend ho-
hen Potenz für den klinischen Einsatz entspricht. Neben der Potenz eines Arz-
neistoffs spielt jedoch auch die Toxizität eine entscheidende Rolle. Aus der Potenz 
und Toxizität ergibt sich die therapeutische Breite eines Arzneistoffs, die genauer 
definiert ist als Quotient aus der mittleren letalen Konzentration (LC50) und der mittle-
ren effektiven Konzentration (EC50) (siehe Formel 14-1). Die LC50 entspricht der Kon-
zentration, bei der 50 % aller Zellen bzw. Individuen sterben. Die EC50 ist die Kon-
zentration, bei der 50 % aller Zellen bzw. Individuen den gewünschten therapeuti-
schen Effekt zeigen. 
                       
    
    
 
Formel 14-1: Therapeutische Breite (LC50: mittlere letale Konzentration, EC50: mittlere effektive 
Konzentration) 
Für die neue Substanzklasse der Platin-Alkinyl-Komplexe wurde die Zytotoxizität als 
mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) in zwei verschiedenen Tumorzelllinien so-
wie in Mausfibroblasten bestimmt und daraus Struktur-Wirkungs-Beziehungen abge-
leitet. Die IC50 ist die Konzentration, die eine 50 %-ige Inhibition in vitro verursacht. 
Sie entspricht dabei der EC50-Konzentration, die die entsprechende Konzentration in 
vivo beschreibt (s.o.). Im Tumorzellmodell bedeutet das, dass 50 % aller Tumorzellen 
absterben. Außerdem wurden identische Experimente an einer gesunden Zelllinie 
(Mausfibroblasten) durchgeführt, um zu überprüfen, ob die Komplexe selektiv auf 
Tumorzellen wirken.  
Die in vivo-Toxizität der Platinkomplexe wurde mit Hilfe des Zebrafisches als Modell-
organismus untersucht. Eine hohe Toxizität in diesem Screening könnte ein Indiz für 
eine geringe therapeutische Breite des Arzneistoffs sein, was ungünstig im Hinblick 
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auf einen potentiellen Einsatz als Arzneistoff wäre bzw. eine gut kontrollierte Thera-
pie bedürfe. 
14.1 Zytotoxizität im Zellkulturmodell 
Die Platin-Alkinyl-Komplexe wurden im Zellkulturmodell in zwei verschiedenen Tu-
morzelllinien, sowie ausgewählte Derivate zusätzlich in einer gesunden Zelllinie auf 
ihre antiproliferativen Eigenschaften getestet und mit Cisplatin als Referenz vergli-
chen. Bei den verwendeten Tumorzelllinien handelte es sich um HT-29 Darmkrebs-
zellen und MCF-7 Brustkrebszellen. Das erste Screening von neuen potentiellen 
Arzneistoffen auf Zytotoxizität wird häufig in diesen beiden Tumorzelllinien durchge-
führt, da Darmkrebs die zweithäufigste Krebsart bei Männern und Frauen ist und 
Brustkrebs die häufigste Krebserkankung bei der Frau (siehe 1.1). Hinzu kommt, 
dass es sich beim Brustkrebs um einen hormonabhängigen Tumor handelt, so dass 
auch östrogenabhängige Effekte untersucht werden können. Um auch die Effekte der 
Platin-Alkinyl-Komplexe auf gesunde Zellen zu untersuchen, wurden die IC50-Werte 
in Mausfibroblasten für ausgewählte Komplexe bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit 
verschiedenen Konzentrationen der Platinkomplexe für 3 (HT-29) bzw. 4 Tage (MCF-
7, L-929) inkubiert. Nach einer anschließenden Fixierung der noch lebenden Zellen, 
konnten diese mit dem Farbstoff Kristallviolett angefärbt und mittels UV-Messungen 
quantifiziert werden. Durch den Vergleich mit einer Kontrollplatte, die dieselbe Be-
handlung ohne Substanzzugabe durchlaufen hat, wurde der IC50-Wert ermittelt. Die 
genaue Berechnung sowie das Versuchsprotokoll sind unter 20.3 zu finden.  
Aus der Literatur ist bekannt, dass der Präkursor-Platinkomplex [Pt(cod)Cl2] keine 
Aktivität gegen Tumorzellen besitzt [46]. Der Austausch eines Chlorido-Liganden ge-
gen einen Methyl-Ligand bewirkte dagegen schon eine Erhöhung der Toxizität um 
mehr als das 10-fache, wie Butsch et al. zeigten [46]. Das Einfügen von Phenylalki-
nyl-Liganden an die Stelle des Chlorido-Liganden (Serie II) bewirkte ebenfalls eine 
Aktivitätssteigerung, die in den meisten Fällen das Maß des Austausches gegen ei-
nen einfachen Methyl-Rest übertraf (siehe Tab. 14-1). Es wurden IC50-Werte im unte-
ren mikromolaren Bereich bestimmt.  
Wurde auch der zweite Chlorido-Ligand gegen einen Phenylalkinyl-Ligand ausge-
tauscht, so wurden die symmetrischen Dialkinyl-Verbindungen (Serie I) erhalten. Die 
Komplexe dieser Serie zeigten eine gesteigerte antiproliferative Aktivität im submik-
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romolaren Bereich. Die höchste Aktivität wurde für den Dialkinyl-Komplex 
[Pt(cod)(CC(3Me)Ph)2] gemessen (IC50 = 0,1 µM). Das entspricht einer über 100-
fachen Aktivität des Cisplatins.  
Tab. 14-1: IC50-Werte der Platin-Alkinyl-Komplexe (blau: Serie I, grün: Serie II, grau: Referenz) in 
drei verschiedenen Zelllinien.  (MW ± Stabw., n = 1-5) 
Substanz HT-29 (μM) MCF-7 (μM) L-929 (µM) 
Cisplatin  8 5 ± 0 2 4 3 ± 0 4 3 6 ± 0 3 
[Pt(cod)Cl2] > 100 [46] > 100 [46] - 
[Pt(cod)(Me)Cl] 8 3 ± 3 0 [46] 11 2 ± 1 4 [46] - 
[Pt(cod)(CCPh)2] 0 5 
± 0 3 0 4 ± 0 2 - 
[Pt(cod)(CC(2NO2)Ph)2] 0 6 
± 0 2 0 3 ± 0 1 - 
[Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] 0 4 
± 0 1 0 2 ± 0 1 - 
[Pt(cod)(CC(4NO2)Ph)2] 14,9 8,2  
[Pt(cod)(CC(2Me)Ph)2] 0,5 
± 0,8 0,4 ± 0,1  
[Pt(cod)(CC(3Me)Ph)2] 0 1 
± 0 0 0 1 ± 0 0 - 
[Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] 0 4 
± 0 1 0 3 ± 0 0 0 2 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] 0 6 
± 0 2 0 3 ± 0 2 0,3 ± 0,2 
[Pt(cod)(CC(4F)Ph)2] 0 4 
± 0 1 < 0 3 - 
[Pt(cod)(CC2Py)2] 0 3 0 2 
± 0 1 - 
[Pt(cod)(Me)(CC(2NO2)Ph)] 15 6 
± 5 2 9 1 ± 3 9 - 
[Pt(cod)(Me)(CC(3NO2)Ph)] 2 9 
± 1 2 1 6 ± 0 3 - 
[Pt(cod)(Me)(CC(4NO2)Ph)] 2,3 
± 0,7 1,9 ± 0,6  
[Pt(cod)(Me)(CC(3Me)Ph)] 3 2 ± 1 5 5 0 ± 0 8 - 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] 0 2 ± 0 1 0 3 ± 0 1 2,5 ± 0,7 
[P(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 10 8 ± 3 1 6 8 ± 1 1 8,6 ± 0,6 
[Pt(cod)(Me)(CC(4F)Ph)] 4 6 ± 0 2 4 7 ± 0 7 - 
[Pt(cod)(Me)(CC2Py)] 29 0 ± 7 2 17 6 ± 8 2 - 
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Betrachtet man die erhaltenen IC50-Werte der Platin-Alkinyl-Komplexe einmal genau-
er und bringt sie in Zusammenhang mit der Molekülstruktur, so lassen sich Struktur-
Wirkungs-Beziehungen formulieren.  Besonders interessant ist die Tatsache, dass 
die Dialkinyl-Komplexe (Serie I) mit wenigen Ausnahmen aktiver waren als ihre un-
symmetrischen Methyl-substituierten Derivate (Serie II). Eine Ausnahme bildeten die 
p-Methyl- und p-Nitro-substituierten Dialkinyl-Derivate. Hier könnte die instabilere 
Platin-Alkin-Bindung die Ursache sein [226]. Die Platin-Methyl-Bindung ist wesentlich 
stabiler und im Hinblick auf die Zytotoxizität benachteiligt. Ein weiterer Ansatzpunkt 
für die Erklärung der unterschiedlichen antiproliferativen Effekte der Serie I und II 
könnte die unterschiedliche räumliche Orientierung der Komplexe sein. In der Serie I 
stehen die Phenylalkinyl-Koliganden in einem 90° Winkel zueinander, was in der Se-
rie II nicht der Fall ist [226]. 
Es wurden ebenfalls die Substituenteneinflüsse am aromatischen System des Kolig-
anden untersucht. Dazu wurden Methyl- und Nitro-Gruppen jeweils in o, m, p-
Position des Aromaten eingeführt. In der Serie I hatte die Position des Methyl-
Substituenten offensichtlich keinen Einfluss auf die Zytotoxizität des Komplexes (sie-
he Tab. 14-1). Für den Nitro-Substituenten war die Position 4 im Hinblick auf die er-
zielten IC50-Werte benachteiligt. Außerdem wurden noch ein p-Methoxy und p-
Fluorid-substituierter Komplex getestet. Diese zeigten mit unter 1 µM vergleichbare 
IC50-Werte. Auch für den Pyridin-substituierten Komplex [Pt(cod)(CC2Py)2] wurde ein 
ähnlicher Wert bestimmt.  
In der Serie II wurden für die Methyl- und Nitro-substituierten Komplexe unterschied-
liche IC50-Werte berechnet. Der aktivste Komplex ist der p-Methyl-substituierte Kom-
plex [Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)], der mit einem IC50-Wert von circa 0,2 µM sogar 
noch aktiver ist als sein symmetrisches Dialkinyl-Derivat [Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2]. Die 
geringste Aktivität konnte für den Pyridin-substituierten Komplex 
[Pt(cod)(Me)(CC2Py)] gefunden werden. 
Für je zwei ausgewählte Platin-Alkin-Komplexe der Serie I und II sowie für Cisplatin 
wurde die Zytotoxizität auch in gesunden Zellen bestimmt (siehe Tab. 14-1). Sie la-
gen in derselben Größenordnung wie die IC50-Werte in Tumorzellen mit Ausnahme 
des Komplexes [Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] für den 10-fach höhere Werte in L-929 
Zellen bestimmt wurden. Dieses Ergebnis spricht für eine eher unselektive Wirkung 
der Platinkomplexe und ist durch weitere Untersuchungen genauer abzuklären. 
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Die unterschiedlichen Zytotoxizitäten der Serie I und II könnten auf die unterschiedli-
chen elektronischen Effekte der Substituenten und ihre unterschiedlichen Reaktivitä-
ten mit möglichen biologischen Targets, z.B. DNA, zurückgeführt werden. Auch ein 
unterschiedliches Zellaufnahmeverhalten der untersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe 
wäre denkbar. Zur weiteren Aufklärung der Ursache für die unterschiedliche anti-
proliferative Aktivität der Platin-Alkinyl-Komplexe in Tumorzellen, sind daher weitere 
biologische Untersuchungen durchgeführt worden.   
14.2 Toxizität im Zebrafischmodell 
Der Zebrafisch dient als Modellorganismus für ein erstes präklinisches Screening 
neuer Arzneistoffe auf toxische Effekte im Organismus (siehe 5.2). In einer ersten in 
vivo-Studie sollten die Toxizitäten von Platin-Alkinyl-Komplexen auf den Gesamtor-
ganismus und die embryonale Entwicklung untersucht werden, da es bisher keine 
Daten darüber gibt. Einen Tag alte Zebrafischembryos wurden dazu mit verschiede-
nen Konzentrationen der Platinkomplexe inkubiert und nach definierten Zeitpunkten 
auf toxische Effekte wie fehlender Herzschlag und Mißbildungen (s.u.) mikroskopisch 
untersucht. Aus den erhaltenen Daten konnte in Einzelfällen ein LC50-Wert berechnet 
werden (für eine genaue Versuchsbeschreibung siehe 20.4).  
 
 
Abb. 14-1: Mikroskopische Aufnahmen von Zebrafischembryos (links: Kontrolle, rechts: toxi-
sche Effekte sichtbar nach Inkubation mit [Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)]) 
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Cisplatin zeigt eine nur geringe Toxizität mit über 90 % der Embryos, die eine 2-
tägige Inkubation mit 10 µM überlebten (siehe Tab. 14-2). Auch bei höheren Inkuba-
tionskonzentrationen  und -zeiten waren keine stärkeren toxischen Effekte sichtbar. 
Eine Inkubation mit den Platinkomplexen der Serie I wurde ebenfalls bis auf eine 
Ausnahme gut toleriert. Die entsprechenden Derivate der Serie II zeigten dagegen 
starke toxische Effekte, da kein Zebrafischembryo eine 2-tägigige Inkubation mit 10 
µM überlebte. In Abb. 14-1 sind mikroskopische Aufnahmen der Zebrafischembryos 
dargestellt. Die durch die Platin-Alkinyl-Komplexe verursachten toxischen Effekte 
(Abb. 14-1 rechts) sind in erster Linie in einer Missbildung der Embryos, fehlendem 
Herzschlag und letztendlich vollständigem Zerfall in einzelne Fragmente mikrosko-
pisch zu erkennen.  
 
Tab. 14-2: Lebende Embryos nach 2-tägiger Inkubation mit 10 µM Platinkomplex (blau: Serie I, 
grün: Serie II, grau: Referenz). (MW ± Stabw., n = 2-3) 
Substanz Lebende Embryos (%) 
Cisplatin 91 8 ± 5 4 
[Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] 76 3 
± 9 7 
[Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] 87 0 
± 11 7 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] 0 
[Pt(cod)(CCPy)2] 93 7 
± 1 9  
[Pt(cod)(Me)(CC(3NO2)Ph)] 0 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] 0  
[Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 0 
 
Aus den erhaltenen experimentellen Daten ließ sich ähnlich den IC50-Werten in Tu-
morzellen ein LC50-Wert in Zebrafischembryos berechnen. Dazu wurden die leben-
den Embryos in Prozent gegen die Komplexkonzentration aufgetragen (siehe Abb. 
14-2). Diejenige Konzentration, bei der 50 % aller Embryos starben, entspricht dem 
LC50-Wert, welcher an der x-Achse abgelesen werden kann (siehe 20.4).  
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Für die bis zur höchsten Testkonzentration nur geringfügig toxischen Platinkomplexe 
Cisplatin, [Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2], [Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] und [Pt(cod)(CCPy)2] 
konnte kein LC50-Wert berechnet werden. Für die anderen untersuchten Komplexe 
sind die berechneten LC50-Werte in Gegenüberstellung mit den IC50-Werten in Tu-
morzellen in Tab. 14-3 gelistet. Der m-Nitro- und p-Methoxy-substituierte Komplex 
der Serie II zeigten im Zebrafischembryo eine mit in Tumorzellen vergleichbare Toxi-
zität. Für den Dialkinyl-Komplex [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] sowie den Alkinyl-Komplex 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] konnte im Zebrafischembryo eine circa 10- bzw. 20-fach 
geringere Toxizität gefunden werden.  
 
Abb. 14-2: Dosis-Wirkungskurve von Platin-Alkinyl-Komplexen. (MW, n=2) 
Im Hinblick auf die therapeutische Breite der Platin-Alkinyl-Komplexe als potentielle 
Antitumorwirkstoffe liessen sich nach Formel 14-1 folgende Beobachtungen formulie-
ren: 
 Die untersuchten Dialkinyl-Komplexe (Serie I) besitzen eine größere therapeu-
tische Breite als die untersuchten Methyl-substituierten Derivate (Serie II). (Mit 
Ausnahme der p-Methoxy-substituierten Platinkomplexe, die in beiden Fällen 
eine Toxizität im Zebrafischembryo zeigten.) 
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 Innerhalb der Serie II waren die therapeutischen Breiten des m-Nitro und p-
Methoxy-substituierten Platinkomplexes sehr gering, wohingegen die des p-
Methyl-Derivates durchaus akzeptabel war. 
Demnach folgt die Substanzklasse der Platin-Alkinyl-Komplexe betreffend der Toxizi-
tät und therapeutischen Breite keinem einheitlichen Schema. Sie ist abhängig von 
der Komplexgeometrie bzw. -stabilität (Serie I vs. Serie II) und den Substituenten am 
Phenylacetylid-Liganden.   
 
Tab. 14-3: LC50-Werte im Zebrafischembryo und IC50-Werte in HT-29 Zellen ausgewählter Platin-
Alkinyl-Komplexe (blau: Serie I, grün: Serie II). (MW, n = 2-5) 
Substanz LC50 (µM) IC50 (µM) 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] 7 1 0 6 
[Pt(cod)(Me)(CC(3NO2)Ph)] 3 9 2 9 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] 3 8 0 2 
[Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 5 7 10 8 
 
In Abb. 14-4 ist die in vivo-Toxizität der im Zebrafischembryo toxischen Platin-Alkinyl-
Komplexe in einer konzentrations- und zeitabhängigen Darstellung vergleichend zu 
sehen. Besonders interessant ist an dieser Darstellungsweise, dass die Platinkom-
plexe auch bei Verwendung hoher Konzentrationen über einen kurzen Inkubations-
zeitraum (< 24 Stunden = 48 hpf) gut toleriert werden. Erst bei längeren Inkubations-
zeiten können toxische Effekte beobachtet werden. Insbesondere bei den p-
Methoxy-substituierten Derivaten kommt es zu einem plötzlichen und drastischem 
Absterben der Zebrafischembryos, das sich in 100 % lebenden Embryos nach einem 
Tag (48 hpf) im Vergleich zu 0 % lebenden Embryos nach zwei Tagen (72 hpf)  äu-
ßerte (siehe Abb. 14-4 (c) und (d)). Im Zeitraum 23 hpf bis 72 hpf findet beim Zebra-
fischembryo die Ausbildung neuer Gefäßstrukturen, die sog. Angiogenese, aus der 
Aorta und den Bauchvenen, die zu diesem Zeitpunkt schon vollständig entwickelt 
sind, statt (siehe Abb. 14-3) [133, 228]. 
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Abb. 14-3: Entwicklung der Blutgefäße im Zebrafischembryo [228] (links: 24 hpf sind die Aorta 
(DA) und Bauchvenen (AV) ausgebildet, die Blutzirkulation erfolgt im Dottersack über die Kar-
dinalvenen (DC)., rechts: 72 hpf hat sich das Blutgefäßsystem vollständig ausgebildet inklusive 
der subintestinalen Gefäße (SIVs)). (H = Herz)  
Möglicherweise besitzen die Platin-Alkinyl-Komplexe der Serie II antiangiogene Ei-
genschaften, die zu einer Fehlbildung des vaskulären Systems und damit zum Tod 
der Zebrafischembryos führen. Für Gold-Alkinyl-Komplexe wurde von Meyer et al. 
bereits ein signifikanter Einfluss auf die Blutgefäßbildung der Zebrafischembryos 
nachgewiesen [53]. Zur weiteren Abklärung möglicher antiangiogener Eigenschaften 
der Platin-Alkinyl-Komplexe sind weiterführende Experimente mit transgenen Zebra-
fischembryos, die fluoreszierende Endothelzellen besitzen, indiziert.   
Möglicherweise spielt auch die Aufnahme der Komplexe in den Zebrafisch eine ent-
scheidende Rolle für dessen Toxizität. Auch eine verzögerte einsetzende Wirkung 
bzw. Toxizität ist denkbar. 
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Abb. 14-4: In vivo-Toxizität von 0,2-50 µM (a) [Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)],                                      
(b) [Pt(cod)(Me)(CC(3NO2)Ph)], (c) [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] und (d) [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 
in 24-120 hpf Zebrafischembryos. (MW, n = 1-2) 
14.3 Zusammenfassung 
Die untersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe zeigten unterschiedliche in vivo-Toxizitäten 
im Zebrafischembryo, die im Falle der Serie II stärker ausgeprägt waren als für die 
Serie I und Cisplatin. Eine besonders starke Toxizität haben die 4-Methoxy-
substituierten Derivate, da für [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] als auch für 
[Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] ein LC50-Wert im unteren mikromolaren Bereich be-
rechnet werden konnte. Die Unterschiede in der Toxizität der Komplexe könnten auf 
die unterschiedlichen elektronische Struktur und  Symmetrie zurückgeführt werden. 
Möglicherweise sind diese Eigenschaften relevant für die Aufnahme und Verteilung 
im Zebrafischembryo.   
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15. Zellaufnahmeuntersuchungen 
Die zugelassenen Platinkomplexe Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin müssen 
Zellmembranen überwinden um in die Zelle aufgenommen zu werden, im Zellkern zu 
akkumulieren und dort mit der DNA zu interagieren. Die Zellaufnahme ist nach der 
Bioverteilung der erste Schritt für die Wirksamkeit der Platinkomplexe (siehe Kapitel 
3) und mitverantwortlich für die inhibitorischen Effekte auf das Tumorwachstum. Ma-
linge et al. berichteten, dass 1 % der intrazellulären Platinkonzentration die für die 
Wirksamkeit relevanten DNA-Addukte bilden [229]. Hohe intrazelluläre Platinkonzent-
rationen sind notwendig für eine ausreichende Toxizität. Die Zellaufnahme spielt au-
ßerdem eine Rolle für Resistenzmechanismen. Eine verminderte zelluläre Akkumula-
tion ist eine der Ursachen für die auftretenden Cisplatin-Resistenzen [41, 230–233].  
 
Abb. 15-1: Schema der relevanten Cisplatin-Resistenzmechanismen (GSH = Glutathion) 
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Die bisher beschriebenen Resistenzmechanismen lassen sich in zwei Gruppen ein-
teilen (siehe Abb. 15-1): 
 Mechanismen, die Cisplatin daran hindern das Target, die DNA, zu erreichen 
und 
 Mechanismen, die die Apoptose nach Bildung der DNA-Addukte verhindern 
[231, 233–235]. 
Auf letzteres wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht näher eingegangen. Die Mecha-
nismen, die Cisplatin daran hindern den Zellkern zu erreichen sind zum einen die 
reduzierte Zellaufnahme und zum anderen die Inaktivierung durch Glutathion in der 
Zelle. Zur Untersuchung der Zellaufnahme der Platin-Alkinyl-Komplexe wurde eine 
Methode zur Quantifizierung der zellulären Platinkonzentration benötigt. Metallkon-
zentration lassen sich gut mit der Atomabsorptionsspektrometrie bestimmen (siehe 
Kapitel 6). Für Cisplatin wird eine Zellaufnahme über passive Diffusion angenom-
men, aber auch Transportprozesse über Transporter, z.B. Kupfertransporter, werden 
diskutiert [218–220]. In Cisplatin-resistenten Zelllinien konnten Martelli et al. eine zel-
luläre Akkumulation von Platinkomplexen finden, die abhängig von der Lipophilie des 
Komplexes war [236]. Deshalb könnte die Lipophilie der Platinkomplexe ein Ansatz-
punkt für das Überwinden von Cisplatin-Resistenzen sein. Auch Platts et al. fanden 
eine Korrelation zwischen der Lipophilie der Liganden und der zellulären Platinkon-
zentration [237]. Je nach Substitutionsmuster handelt es sich bei den Platin-Alkinyl-
Komplexen aufgrund des cod-Liganden und der Phenylacetylid-Koliganden um eher 
lipophile Komplexe.  
Interessant war außerdem die Frage, ob die Zellaufnahme direkt mit der Zytotoxizität 
der Platin-Alkinyl-Komplexe korreliert. Für Cisplatin wurde von Shirazi et al. von ei-
nem Zusammenhang der intrazellulären Platinkonzentration und der antiproliferativen 
Aktivität berichtet [238]. Andere Studien widerlegen diese These jedoch [232]. Beim 
Toxizitätsscreening im Zebrafischembryo wurde für einige Platin-Alkinyl-Komplexe 
eine erhöhte Letalität der Zebrafischembryos bei längeren Inkubationszeiten festge-
stellt (siehe 14.2). Die zeitabhängige Quantifizierung der Platinkomplexe in Tumor-
zellen soll klären, ob sich die Platin-Alkinyl-Komplexe möglicherweise verzögert in 
der Zelle anreichern. (Auch wenn diese Ergebnisse sich nicht direkt ohne weiteres 
vom Tumorzellmodell auf den Zebrafischembryo als Gesamtorganismus übertragen 
lassen.)  
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15.1 Platinquantifizierung 
Für die Quantifizierung der Platinkomplexe in biologischem Material ist eine sensitive 
analytische Methode notwendig. Minami et al. berichteten über die Optische Emissi-
onsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) und Massenspektro-
metrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) als geeignete analytische Techni-
ken für die Platinquantifizierung [239]. Einhäuser et al. benutzten die ICP-OES sowie 
die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS, siehe Kapitel 6) für die Bestimmung von 
Platin in Proteinfraktionen [240]. Für die Quantifizierung der Zellaufnahme der Platin-
komplexe wurde im Rahmen dieser Arbeit eine weiterentwickelte Technik der AAS, 
die hochauflösende  AAS mit Kontinuumstrahler (HR-CS AAS, siehe Kapitel 6) ver-
wendet, da diese Technik auch eine empfindliche Bestimmung in komplizierten Mat-
rices ermöglicht. Dazu wurde auf das vorinstallierte Temperatur-/Zeitprogramm auf 
dem contrAA® 700 (Analytik Jena) zurückgegriffen. Für eine sichere Entfernung 
sämtlichen Lösemittel und organischer Bestandteile wurden zusätzlich die Trock-
nungsschritte aus einer publizierten Methode übernommen und durch Beobachtung 
mittels der Ofenkamera angepasst [184]. Das optimierte Temperatur-/Zeitprogramm 
ist im Abschnitt Material und Methoden in Tab. 20-5 dargestellt.  
 
Abb. 15-2: Einfluss der Matrixproteinkonzentration (c = 1 mg/mL) auf die Signalintensität von 
Platin-Standardlösungen. (MW, n = 1) 
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Außerdem wurde der Einfluss von Zellbestandteilen (Matrix) auf das Absorptionssig-
nal genauer untersucht, da aus der Literatur bekannt ist, dass die Proteinkonzentrati-
on der Probe einen Einfluss auf die Intensität des HR-CS AAS-Messsignals haben 
kann [183–185]. Dazu wurde eine Messreihe mit verschiedenen Platinkonzentratio-
nen in wässrigen Lösungen sowie in proteinhaltigen Lösungen durchgeführt (siehe 
Abb. 15-2). Als Matrix wurde eine Zellsuspension mit einer Proteinkonzentration von 
1,1 mg/mL verwendet. Der Korrelationskoeffizient r2 stellt ein Maß für die Linearität 
der Kalibrierfunktion dar. Dieser war für die erhaltenen Funktionen mit r2 > 0,99 so-
wohl in den wässrigen als auch in proteinhaltigen Proben gut. Im Vergleich zu den 
wässrigen Proben waren die gemessenen Absorptionswerte der proteinhaltigen Pro-
ben bei gleichen Platinkonzentrationen reduziert. Die Ausprägung dieses Effekts 
stieg mit höheren Platinkonzentrationen. Die Anwesenheit von Matrixbestandteilen 
war damit relevant und führte zu einer Abschwächung des Messsignals.  
 
Abb. 15-3: 3D-HR CS-AAS Signal eines Platinstandards (c = 250 µg/L) in biologischem Material 
(Proteinkonzentration = 1 mg/mL) 
Zellen unterliegen in ihrer Proteinkonzentration einer natürlichen Schwankung. Daher 
wurden für die Zellaufnahmeuntersuchungen die Proteinkonzentration der Proben 
stets auf denselben Wert durch Verdünnung angepasst, um Messfehler, die durch 
unterschiedliche Proteinkonzentrationen der Proben verursacht werden und fälschli-
cherweise zu höheren bzw. niedrigeren Platinkonzentrationen in den Proben führen, 
zu vermeiden. Die weitere Probenvorbereitung ist unter 20.2.3 detailliert beschrie-
ben. Für eine Stabilisierung der Suspension wurde jeder Probe 10 % (v/v) Triton®-
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X100  1 % und 5 % (v/v) HNO3 13 % zugesetzt. Das erhaltene 3D-Messsignal in ei-
ner Proteinmatrix (c = 1 mg/mL) ist in Abb. 15-3 beispielhaft von einer Platin-
Standardlösung dargestellt. Das Signal ist gekennzeichnet durch einen verzögerten, 
steilen Anstieg, der langsam abfällt.   
15.2 Akkumulation von Platin-Alkinyl-Komplexen in 
Tumorzellen 
Die Zellaufnahme ausgewählter Platin-Alkinyl-Komplexe wurde über einen Zeitraum 
von 24 Stunden untersucht. Als Testkonzentrationen wurden 0,5 mikromolare Kom-
plexlösungen gewählt, was ungefähr der Größenordnung der IC50-Werte der Kom-
plexe in HT-29 Zellen entspricht (siehe 14.1). Jeder der untersuchten Platin-Alkinyl-
Komplexe der Serie I zeigte ein charakteristisches Zellaufnahmeverhalten (siehe 
Abb. 15-4). Die beiden Methyl-substituierten Dialkinyl-Komplexe 
[Pt(cod)(CC(3Me)Ph)2] und [Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2], die sich nur durch die Position 
des Methyl-Substituenten am Phenylalkinyl-Koligand unterscheiden, konnte eine 
vollkommen unterschiedliche Konzentrations-Zeit-Kurve gezeichnet werden. Der an 
der Position 3 substituierte Dialkinyl-Komplex zeigte eine nur geringe Akkumulation 
in Tumorzellen mit leicht ansteigender intrazellulärer Platinkonzentration über länge-
re Inkubationsdauer (24 Stunden). Der an der Position 4 substituierte Dialkinyl-
Komplex führte bereits nach kurzer Inkubationszeit von 6 Stunden zu einer 6-fach 
höheren zellulären Platinkonzentration, die noch weiter Anstieg bis zu einer maxima-
len Platinkonzentration von 60 µM, was einer circa 120-fachen Anreicherung vergli-
chen mit dem Extrazellulärmedium entspricht.  
Für das Passieren von Biomembranen scheint daher der Methyl-Substituent in para-
Position des Phenylalkinyl-Liganden vorteilhafter zu sein. Die Ursache dafür  könnte 
die unterschiedliche räumliche Anordnung der Komplexe sein, denn chemisch unter-
scheiden sich die beiden Methyl-substituierten Komplexe [Pt(cod)(CC(3Me)Ph)2] und 
[Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] nicht. Der p-Methoxy-substituierte Dialkinyl-Komplex 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] zeigte schon nach kürzester Inkubationszeit (1 Stunde) mit 
circa 300 pmol pro mg Zellprotein eine sehr hohe Anreicherung (circa 120-fach) in-
nerhalb der Zelle und erreichte sein Maximum nach 4-stündiger Inkubation. Bei län-
ger andauernder Inkubation (> 4 Stunden) sank die zelluläre Platinkonzentration je-
doch wieder und erreichte ein Minimum nach der maximal untersuchten Inkubations-
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zeit von 24 Stunden. Die zu diesem Zeitpunkt gemessene zelluläre Platinkonzentra-
tion ist mit circa 50 µM immer noch als hoch einzuschätzen. Abschließend lässt sich 
sagen, dass sich die Kinetik der Zellaufnahme des Methoxy-substituierten von den 
beiden Methyl-substituierten Platin-Alkinyl-Komplexen unterscheidet. 
 
Abb. 15-4: Zeitabhängige Akkumulation von Platin-Alkinyl-Komplexen der Serie I in HT-29 Zel-
len nach Inkubation mit 0,5 µM Platinkomplex. (MW ± Stabw., n = 2-3) 
Überraschend ist, dass die intrazelluläre Platinkonzentration der untersuchten Platin-
Alkinyl-Komplexe nicht mit der Zytotoxizität in Tumorzellen korrelierte, wie es z.B. für 
Cisplatin berichtet wurde [238]. Beide Parameter verhalten sich im Falle der Platin-
Alkinyl-Komplexe entgegengesetzt (siehe Abb. 15-5). Mit zunehmender Zellaufnah-
me der Dialkinyl-Komplexe sinkt die Zytotoxizität und umgekehrt. Erwähnt sei an die-
ser Stelle, dass die Zellaufnahmeexperimente nur über einen Zeitraum von 24 Stun-
den durchgeführt wurden, wohingegen die Zytotoxizität nach 72 Stunden bestimmt 
wurde. Daher sind weitere Experimente mit längerer Inkubation nötig um diese Be-
obachtung abzusichern. 
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Abb. 15-5: Korrelation der Zytotoxizität und Zellaufnahme der Platinkomplexe der Serie I 
Von Ghezzi et al. und anderen Arbeitsgruppen wurde für Cisplatin von einer zeitab-
hängigen Akkumulation in verschiedenen Tumorzelllinien berichtet [217, 241–243]. 
Die Zellaufnahme des Cisplatins erfolgte rasch nach kurzer Inkubationszeit und er-
reichte ein Plateau nach etwa 24 Stunden. Es wird vermutet, dass dieses Plateau bei 
längeren Inkubationszeiten durch die von Cisplatin verursachten Zellschäden, die 
sich u.a. in einer Fehlfunktion der Zellmembranen äußert, begründet liegt [242].  
Neben den Platinkomplexen der Serie I wurde auch das Zellaufnahmeverhalten von 
zwei Platinkomplexen der Serie II untersucht. Dazu wurden zur besseren Vergleich-
barkeit der p-Methyl- und p-Methoxy-substituierten Alkinyl-Komplex 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] und [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] ausgewählt. Die Zellauf-
nahme der unsymmetrischen Alkinyl-Komplexe folgte einer ähnlichen Kinetik wie die 
Zellaufnahme der entsprechenden Dialkinyl-Komplexe (siehe Abb. 15-6). Für 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] konnte zu Beginn ein langsamer Anstieg, der ein Plateau 
nach circa 6 Stunden mit intrazellulären Platinkonzentrationen von 20-25 µM erreich-
te, beobachtet werden. Der p-Methoxy-substituierte Komplex zeigte ebenfalls einen 
langsamen Anstieg zu Beginn mit einer maximalen Platinkonzentration in der Zelle 
von circa 45 µM, die jedoch bei längerer Inkubationsdauer auf einen Wert von circa 
30 µM  abfiel. Verglichen mit den entsprechenden Dialkinyl-Derivaten war die zellulä-
re Akkumulation der Alkinyl-Komplexe der Serie II stark reduziert. Das steht im Ein-
klang mit den IC50-Werten, die für die Serie II ebenfalls höher lagen als für die Serie 
I. Die stärkeren Toxizitäten der Platin-Alkinyl-Komplexe der Serie II im Zebrafi-
schembryo ließen sich mit den Zellaufnahmeexperimenten nicht erklären. 
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Abb. 15-6: Zeitabhängige Akkumulation der Platin-Alkinyl-Komplexe [Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] und 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] (oben) bzw.  [Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] und [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 
(unten) in HT-29 Zellen nach Inkubation mit 0,5 µM Platinkomplex. (MW ± Stabw., n = 2-3) 
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15.3 Zusammenfassung 
Cisplatin reicherte sich nach 24 Stunden etwa 7-fach in der Tumorzelle verglichen 
mit dem Extrazellulärmedium an [217]. Damit war die zelluläre Akkumulation der un-
tersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe höher als Cisplatin und könnte die Ursache für 
die geringeren IC50-Werte dieser Substanzfamilie sein. Innerhalb der Substanzfamilie 
korrelierten die IC50-Werte in den Tumorzellen jedoch nicht mit dem Zellaufnahme-
verhalten. Die Zellaufnahmeuntersuchungen lieferten außerdem keine Erklärung für 
die im Zebrafischembryo beobachtete zeitabhängige Toxizität. 
Synthese und biologische Eigenschaften von Platin(II)-Alkinyl-Komplexen  
143 
16. Untersuchungen zur DNA-Interaktion 
Die DNA ist als Target für Platinkomplexe bekannt. Mit zwei unterschiedlichen Me-
thoden wurde die DNA-Bindung der Platin-Alkinyl-Komplexe genauer untersucht, mit 
Cisplatin verglichen und überprüft, ob für diese neue Substanzklasse von Platinkom-
plexen die DNA ebenfalls als Target in Betracht kommt. 
16.1 DNA-Bindungsaffinität 
Bei der Ethanolpräzipitationsmethode handelt es sich um ein einfaches Bindungsex-
periment an isolierter Lachsspermien-DNA, die mit den Platin-Alkinyl-Komplexen für 
4 Stunden bei 37 °C inkubiert wurde. Nach der Inkubationszeit wurde die DNA aus-
gefällt und die DNA-Konzentration mittels UV-Messung sowie die Platinkonzentration 
mittel atomabsorptionsspektrometrischer Messung bestimmt. Das Verhältnis der er-
haltenen Konzentrationen entsprach der Affinität der Platinkomplexe zur DNA und 
wurde angegeben in pmol pro µg sowie berechnet als Nukleosid/Substanz-Verhältnis 
(genaue Versuchsdurchführung siehe 20.6.1).  
 






Cisplatin 5 0 ± 1 3 693 ± 181 
[Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] 51 
± 15 68 ± 21 
[Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] 26 
± 17 163 ± 89 
[Pt(cod)(CCPy)2] 0 6 
± 0 0  5348 ± 69  
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] 1 6 ± 1 1  2597 ± 1402 
 
Für Cisplatin konnte eine Affinität zur DNA von circa 5 pmol Platin pro µg DNA be-
stimmt werden. Das entspricht etwa einem Nukleosid/Substanz-Verhältnis von 700 
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(siehe Tab. 16-1). Dieser Wert beträgt nur etwa ein Drittel des in der Literatur gefun-
den Wertes von 3000 [198]. Die Ursache dafür liegt wahrscheinlich in dem unter-
schiedlichen Versuchsaufbau. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde für die folgende 
Interpretation der Ergebnisse der selbst bestimmte Wert verwendet. Interessant ist, 
dass die untersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe keine einheitliche Affinität zur DNA 
aufweisen. Je nach Alkinyl-Koligand und Symmetrie des Komplexes ergaben sich 
andere Bindungseigenschaften. Die höchste Affinität kann für den m-Nitro-
substituierten Platinkomplex bestimmt werden. Sie lag etwa 10-fach über der DNA-
Bindung des Cisplatins. Der untersuchte p-Methyl-substituierte Platin-Alkinyl-
Komplex wies eine 5-fach höhere Affinität zur DNA auf als Cisplatin. Das entspre-
chende unsymmetrische Derivat zeigte eine stark reduzierte Bindungsaffinität von 
unter 1 pmol Platin, das pro µg DNA gebunden vorlag. Mit circa 1 pmol Platin pro µg 
DNA zeigte auch der symmetrische Platin-Alkinyl-Komplex mit Pyridin-Substituenten 
ein nur sehr geringes Bindungsvermögen zur DNA. Die Ergebnisse sind in Abb. 16-1 
veranschaulicht in einem Balkendiagramm dargestellt. 
 
Abb. 16-1: Affinität ausgewählter Platinkomplexe zur DNA nach 4-stündiger Inkubationszeit bei 
37 °C. (MW ± Stabw., n = 3) 
Eine Korrelation der DNA-Bindungsaffinität mit der Zytotoxizität der untersuchten 
Komplexe bestand nicht. Die IC50-Werte der getesteten Platin-Alkinyl-Komplexe la-
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gen alle zwischen 0,2 und 0,4 µM. In den Bindungseigenschaften wurden dagegen 
Unterschiede sichtbar. Alle untersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe zeigten eine DNA-
Interaktion, die für zwei der Komplexe wesentlich höher war als für Cisplatin. Die 
DNA ist folglich als mögliches Target dieser Substanzklasse in Betracht zu ziehen. 
16.2 Veränderung der DNA-Schmelztemperatur 
Die Aufnahme von Schmelzkurven der DNA ermöglicht es die Wechselwirkungen 
von Metallkomplexen mit der DNA genauer zu untersuchen. Eine Veränderung in der 
Schmelzkurve der DNA geht mit einer Veränderung der DNA-Stabilität einher. Die 
Auftrennung der DNA-Doppelstränge in Einzelstränge führt zu einer Erhöhung der 
Schmelztemperatur beim Absorptionsmaximum von 260 nm (siehe Abb. 16-2).  
 
Abb. 16-2: Schmelztemperaturbestimmung von DNA [73] 
Zur Bestimmung der Schmelztemperatur Tm wurde die Absorption der DNA bei 260 
nm gegen die Temperatur bestimmt und graphisch aufgetragen. Das lokale Maxi-
mum der Ableitungsfunktion dieser Kurve entspricht der Schmelztemperatur Tm (sie-
he Abb. 16-3). 
Durch Inkubation der DNA mit den Platinkomplexen und schrittweiser Erhöhung der 
Temperatur sowie kontinuierlicher UV-Messung bei 260 nm kann der Einfluss des 
Komplexes auf die Schmelztemperatur bestimmt werden. Die Veränderung der DNA-
Schmelztemperatur zeigt, ob die DNA durch den Komplex stabilisiert (Verschiebung 
zu höheren Tm-Werten) oder destabilisiert (Verschiebung zu niedrigeren Tm-Werten) 
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wird. Dazu wurde der erhaltene Tm-Wert mit dem Tm-Wert reiner ctDNA (Kalbsthy-
mus-DNA, engl. calf thymus DNA) verglichen und der ΔTm-Wert berechnet (siehe 
20.6.2 für eine detaillierte Versuchsbeschreibung).  
 
Abb. 16-3: 1. Ableitung der Funktion der Schmelzkurve von ctDNA. (MW, n = 2) 
Eine Stabilisierung der DNA spricht in der Regel für eine Interkalation des Komple-
xes. Für planare, aromatische Strukturen kommt neben der kovalenten Wechselwir-
kung mit der DNA die Interkalation in Betracht (siehe 4.1.2.2). Die antitumoraktiven 
Platinkomplexe Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin interagieren mit der DNA über 
kovalente Bindungen. Für Platinkomplexe des Types [Pt(AL)-(phen)](ClO4)2xH2O 
wurde aufgrund der speziellen räumlichen Struktur auch eine Interkalation nachge-
wiesen. Da die Platin-Alkinyl-Komplexe teils eine hohe teils eine geringe Affinität zur 
DNA aufweisen (siehe 16.1), sollte überprüft werden, ob möglicherweise ein anderer 
Bindungsmodus dafür verantwortlich ist. 
Die Schmelzpunktverschiebungen ausgewählter Platin-Alkinyl-Komplexe sowie von 
Cisplatin sind in Tab. 16-2 gelistet. Der ΔTm-Wert der Platinkomplexe variierten von 
circa -10 °C bis +3 °C. Von einer Interkalation wird gesprochen, wenn ΔTm größer als 
+5 °C ist. Demzufolge scheint keiner der untersuchten Platinkomplexe in die DNA zu 
interkalieren. Für Cisplatin und zwei der Dialkinyl-Komplexe [Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] 
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und [Pt(cod)(CC(4O e)Ph)2] konnte eine nur geringe Wechselwirkung mit der DNA 
(ΔTm < 3 °C) gefunden werden.  
Die beiden Komplexe der Serie II [Pt(cod)( e)(CC(3NO2)Ph)] und 
[Pt(cod)( e)(CC(4 e)Ph)] zeigten dagegen eine DNA-Schmelzpunktverschiebung 
von 7-10 °C. Interessant ist, dass der Schmelzpunkt nicht zu höheren Temperaturen, 
was einer DNA-Stabilisierung entsprechen würde, sondern zu niedrigeren Tempera-
turen verschoben wurde. Aus der Literatur ist  bekannt, dass Cisplatin nach der Bin-
dung an die DNA die Duplex-Struktur biegt und entspannt [244], was einer Destabili-
sierung der Duplex-Struktur entspricht und die Verschiebung zu geringeren Tm-
Werten erklärt.  Eine leichte Destabilisierung der DNA konnte auch für den Dialkinyl-
Komplex  [Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] beobachtet werden, was einen ähnlichen Wirkme-
chanismus vermuten lässt. 
 
Tab. 16-2: Schmelztemperaturverschiebungen (ΔTm) der ctDNA nach Inkubation mit Platinkom-
plexlösungen. (MW, n = 2-3) 
Substanz ΔTm (°C) 
Cisplatin  - 1,4 
[Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] + 1 1 
[Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] - 6,3 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] + 3 1 
[Pt(cod)(Me)(CC(3NO2)Ph)] - 7,3 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] - 9,3 
 
Diese Ergebnise stehen im Einklang mit den Ergebnissen des DNA-
Bindungsexperiments (siehe 16.1). Es wurde eine Interaktion der Platin-Alkinyl-
Komplexe mit der DNA nachgewiesen. Eine genauere Charakterisierung der Bin-
dungsart (kovalente Bindung, Interkalation etc.) war mit den erhaltenen experimentel-
len Daten bisher nicht eindeutig möglich. 
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16.3 Zusammenfassung 
Die Untersuchungen zur DNA-Interaktion konnten zeigen, dass die Platin-Alkinyl-
Komplexe in unterschiedlichem Ausmaß und auf unterschiedliche Art und Weise in 
Abhängigkeit von ihrer Geometrie und Elektrophilie der Liganden mit der DNA intera-
gieren. Eine Korrelation zur Zytotoxizität der Komplexe konnte nicht gefunden wer-
den. Dennoch ist ein die DNA betreffender Wirkmechanismus möglich. Zur weiteren 
Untersuchung der Art der Wechselwirkung der Platin-Alkinyl-Komplexe mit der DNA 
würden sich gelelektrophoretische Messungen anbieten.  
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17. In situ-Inhibition von Disulfidreduktasen  
Wie in Kapitel 15  beschrieben, ist die Reaktion von Cisplatin mit dem Tripeptid 
Glutathion einer der angenommenen Resistenzmechanismen. Glutathion besteht aus 
den Aminosäuren Glutamin, Cystein und Glycin (siehe Abb. 17-1).  
 
Abb. 17-1: Struktur von Glutathion 
Die Eigenschaften des Glutathions als S-Donor sind durch die Thiol-Funktion der 
Aminosäure Cystein bedingt. Studien haben gezeigt, dass Cisplatin genau an dieses 
Schwefelatom  koordinieren kann [245]. Dabei entstehen inaktive Konjugate, die über 
Exportpumpen wieder aus der Zelle transportiert werden und damit die DNA zur Wir-
kentfaltung im Zellkern nicht erreichen können [245]. Glutathion ist das Substrat des 
Enzyms Glutathionreduktase, das die Thiol-Form des Glutathions in der Zelle per-
manent nach dessen Reaktion mit oxidierenden Substanzen regeneriert. Die Gluta-
thionreduktase besitzt in ihrem katalytischen Zentrum ebenfalls zwei Cysteine und 
damit ebenfalls Thiol-Funktionen, die als potentieller Reaktionspartner für Metall-
komplexe in Betracht kommen (siehe 4.3.1).  
 
Abb. 17-2: GR/TrxR katalysierte Umsetzung von DTNB (GR: Glutathionreduktase, TrxR: Thiore-
doxinreduktase, DTNB: 5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure), TNB: 5-Thionitrobenzoesäure) 
Um die mögliche Interaktion der Platin-Alkinyl-Komplexe mit Thiolen zu untersuchen, 
wurden photometrische Messungen durchgeführt. Dazu wurden die Platin-Alkinyl-
Komplexe mit den Enzymen Glutathionreduktase und Thioredoxinreduktase (TrxR) 
sowie einem möglichen Substrat des Enzyms, der 5 5′-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) 
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(DTNB, Ell an’s Reagenz), inkubiert. Die Umsetzung erfolgte unter ATP-Verbrauch 
in Form von NADPH und die Entstehung des Produkts 5-Thionitrobenzoesäure 
(TNB) wurde photometrisch bei 405 nm bestimmt (siehe Abb. 17-2). Bei einer Inhibi-
tion des Enzyms durch Koordination der Platinkomplexe an die Thiol-Funktion, ähn-
lich des Resistenzmechanismus von Cisplatin, konnte DTNB nicht zu TNB umgesetzt 
werden und es wurde keine Absorption gemessen (siehe Abb. 17-3).  
 
Abb. 17-3: Möglicher Mechanismus der in situ-Inhibition von GR bzw. TrxR (GR: Glutathionre-
duktase, TrxR: Thioredoxinreduktase, DTNB: 5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure), TNB: 5-
Thionitrobenzoesäure) 
Das Enzym TrxR besitzt im Gegensatz zur GR im katalytischen Zentrum nicht nur 
eine Thiol-Funktion sondern zusätzlich eine Selenol-Funktion (siehe 4.3.1), die eine 
stärkere Redoxaktivität und Säureeigenschaften besitzt (siehe 4.2). Aufgrund der 
hohen Reaktivität kann die TrxR leicht mit elektrophilen Verbindungen, wie den Pla-
tinkomplexen mit elektronenreichen Alkyl- oder Alkinyl-Koliganden, reagieren. Neben 
einer Reaktion der Platinkomplexe mit der Thiol-Funktion, was sich in einer Hem-
mung beider untersuchten Enzyme erkennbar machen würde, konnte so auch unter-
sucht werden, ob Platin-Alkinyl-Komplexe bevorzugt mit der Selenol-Funktion koordi-
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nieren, wie es beispielsweise für Gold-Alkine bekannt ist [53]. Für Cisplatin beobach-
teten Witte et al. eine Inhibition der TrxR aber nicht der GR [126].  
Die Auswertung des Experiments erfolgte durch Berechnung eines IC50-Wertes, der 
durch graphische Auftragung der Enzymaktivität gegen die verwendeten Testkon-
zentrationen der Platinkomplexe erhalten wurde (für eine genauere Beschreibung 
siehe 20.10). Der IC50-Wert entsprach dabei derjenigen Konzentration, die nötig ist, 
um die Enzymaktivität um 50 % zu reduzieren. Zu Vergleichszwecken wurde neben 
den Platin-Alkinyl-Komplexen Cisplatin als Referenz verwendet. 
 
Tab. 17-1: In situ-TrxR- und GR-Inhibition von Platin-Alkinyl-Komplexen ausgedrückt in IC50-
Werten (blau: Serie I, grün: Serie II, grau: Referenz). (MW ± Stabw., n = 1-3) 
Substanz TrxR (μM) GR (μM) 
Cisplatin  > 25 > 25 
[Pt(cod)(CCPh)2] 0 8 
± 0 5 > 25 
[Pt(cod)(CC(2NO2)Ph)2] < 0 1 > 25 
[Pt(cod)(CC(3NO2)Ph)2] 0 3 
± 0 2 > 25 
[Pt(cod)(CC(4NO2)Ph)2] 2 2 
± 0 3 > 25 
[Pt(cod)(CC(3Me)Ph)2] 9 7 
± 0 1 > 25 
[Pt(cod)(CC(4Me)Ph)2] 0 5 
± 0 1 > 25 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2] 8 0 
± 4 4 > 25 
[Pt(cod)(CC2Py)2] 0 5 > 25 
[Pt(cod)(Me)(CC(2NO2)Ph)] < 0 1 < 25 
[Pt(cod)(Me)(CC(3NO2)Ph)] < 0 1 < 25 
[Pt(cod)(Me)(CC(3Me)Ph)] 0 3 ± 0 1 ≈ 25 
[Pt(cod)(Me)(CC(4Me)Ph)] 1 3 ± 0 6 > 25 
[Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] 0 2 ± 0 1 n/a 
[Pt(cod)(Me)(CC2Py)] 1 1 < 25 
 
Cisplatin zeigte bis zur höchsten Testkonzentration von 25 µM keine Inhibition der 
Thiol-haltigen Enzyme (siehe Tab. 17-1). In der Literatur wurde von einer inhibitori-
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schen Wirkung des Cisplatins auf TrxR gesprochen, allerdings wurden hier höhere 
Konzentrationen oder längere Inkubationszeiten verwendet [125, 126]. Alle unter-
suchten Platin-Alkinyl-Komplexe waren dagegen potente TrxR-Inhibitoren mit IC50-
Werten im unteren mikromolaren bzw. submikromolaren Bereich. Die stärksten Inhi-
bitoren waren die Nitro-substituierten Platin-Alkinyl-Komplexe. Klein et al. führten Un-
tersuchungen zur Redoxstabilität ausgewählter Platin-Alkinyl-Komplexe durch und 
konnten zeigen, dass die Nitro-substituierten Derivate als einzige dieser Substanz-
familie ein reversibles Redoxverhalten besitzen [226], was im Einklang mit weiteren 
Publikationen steht, die von einer Elektronenakzeptoreigenschaft ähnlich gebunde-
ner Nitro-Gruppen berichten [246]. Möglicherweise war dieses Redoxverhalten rele-
vant für die Interaktion mit den an Redoxprozessen beteiligten Enzym TrxR (siehe 
4.3).  
Die Dialkinyl-Komplexe [Pt(cod)(CC(3 e)Ph)2] und [Pt(cod)(CC(4O e)Ph)2] zeigten 
die geringste Enzy he  ung. Die GR wurde von den Platin-Alkinyl-Komplexen 
nicht gehemmt, was diese Substanzfamilie zu selektiven Thioredoxinreduktaseinhibi-
toren macht.  
 
Abb. 17-4: Korrelation der Zytotoxizität (IC50-Wert in HT-29) mit der Enzymhemmung (IC50-Wert 
in TrxR) der Platinkomplexe 
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Eine lineare Korrelelation der in situ-Inhibition von TrxR mit der Zytotoxizität konnte 
nicht gefunden werden (siehe Abb. 17-4). Desweiteren war es schwierig Struktur-
Wirkungs-Beziehung zu definieren. Die Thioredoxinreduktase scheint daher nicht das 
alleinige Target der Platin-Alkinyl-Komplexe zu sein. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Platin-Alkinyl-Komplexe effektive und se-
lektive Thioredoxinreduktaseinhibitoren im unteren bis submikromolaren Bereich 
sind. Für Platinkomplexe wurde bisher nur von einer in vitro-Inhibition der TrxR im 
mikromolaren Bereich berichtet, was ein Hinweis auf einen andersartigen Wirkme-
chanismus der Platin-Alkinyl-Komplexe ist. Goldkomplexe sind die effektivsten Thio-
redoxinreduktaseinhibitoren mit IC50-Werten im nanomolaren Bereich und führen die 
Tumorzellen aufgrund erhöhter Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies in den 
programmierten Zelltod [51, 53, 247, 248]. Für eine weitere biologische Charakteri-
sierung sind daher Untersuchungen zum Einfluss der Platin-Alkinyl-Komplexe auf 
den Redoxstatus der Zelle besonders interessant. 
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18. Zusammenfassende Diskussion 
Es wurden neue Platin(II)-Komplexe mit Phenylacetylid-Liganden synthetisiert und 
charakterisiert. Ferner erfolgte eine erste Charakterisierung der biologischen Eigen-
schaften dieser neuen Substanzfamilie im Hinblick auf die Aufklärung des bisher un-
bekannten Targets der neuartigen Platinkomplexe. 
Die Platin(II)-Alkinyl-Komplexe wurden ausgehend vom Präkursor-Komplex 
[PtCl2(cod)] unter Umsetzung mit dem zuvor deprotonierten Phenacetylid-Liganden in 
der Kälte synthetisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Komplexe 
[Pt(cod)(CC(4OMe)Ph)2]  und [Pt(cod)(Me)(CC(4OMe)Ph)] hergestellt und charakte-
risiert. Die Charakterisierung erfolgte mittels NMR-Spektroskopie sowie Elementar-
analyse und bestätigte die erfolgreiche Darstellung der Platinkomplexe. In Kooperati-
on mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Axel Klein wurde der Pool an Platin(II)-Alkinyl-
Komplexen erweitert und in zwei Serien unterteilt: die symmetrischen Platinkomplexe 
mit Dialkinyl-Koliganden sowie die entsprechenden unsymmetrischen Methyl/Alkinyl-
Derivate. Letztere wurden ausgehend von [PtCl(Me)(cod)] unter identischen Bedin-
gungen synthetisiert.  
Mit Blick auf den potentiellen Einsatz der Platin(II)-Alkinyl-Komplexe als Antitumor-
wirkstoffe wurden die antiproliferativen Eigenschaften der neuen Substanzfamilie im 
Tumorzellmodell untersucht. Dafür wurden Brust- und Darmkrebszelllinien ausge-
wählt, da es sich dabei um die am meisten vorkommenden Krebsformen handelt. 
Alle untersuchten Komplexe zeigten eine sehr gute antiproliferative Potenz mit IC50-
Werten, die teilweise im nanomolaren Bereich lagen. Sie sind damit alle aktiver als 
Cisplatin sowie die Präkursor-Komplexe [PtCl2(cod)] und [PtCl(Me)(cod)]. Nach ge-
nauerer Betrachtung der IC50-Werte im Zusammenhang mit der Molekülstruktur der 
Komplexe, ließen sich Struktur-Wirkungs-Beziehungen formulieren. Besonders inte-
ressant war dabei die Tatsache, dass die Dialkinyl-Komplexe mit wenigen Ausnah-
men aktiver waren als ihre unsymmetrischen Methyl-substituierten Derivate. Eine 
Erklärung dafür könnte die unterschiedliche räumliche Orientierung und Stabilität 
dieser Komplexe sein. 
Darüberhinaus wurde die in vivo-Toxizität der Platinkomplexe auf den Gesamtorga-
nismus und die Embryonalentwicklung im Zebrafischembryo als Modellorganismus 
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untersucht. Dieses erste präklinische Screening ergab, dass hohe Konzentrationen 
der Platinkomplexe mit Dialkinyl-Liganden auch über längere Inkubationszeiten gut 
toleriert wurden. Die entsprechenden Methyl-substituierten Derivate zeigten dagegen 
starke toxische Effekte, die sich in Missbildungen, fehlendem Herzschlag oder voll-
ständigem Zerfall der Zebrafischembryos in einzelne Fragmente mikroskopisch dar-
stellen ließen. Besonders interessant war die Tatsache, dass diese Effekte erst nach 
24 bis 48 Stunden auftraten, was dem Zeitraum der Blutgefäßbildung des Zebrafi-
schembryos entspricht. Eine antiangiogene Wirkung dieser Substanzfamilie ist, wie 
sie für die strukturell verwandten Gold-Alkinyl-Komplexe bereits nachgewiesen wur-
de, möglich. Aus den IC50-Werten in Tumorzellen und den berechneten LC50-Werten 
im Zebrafischembryo konnten Rückschlüsse auf die therapeutische Breite der Platin-
Alkinyl-Komplexe gezogen werden. Diese ist für die untersuchten Dialkinyl-Komplexe 
mit Ausnahme des p-Methoxy-substituierten Platinkomplexes größer als für die un-
symmetrischen Derivate. 
Für eine mögliche Targetidentifizierung der neuen Substanzfamilie war es erforder-
lich die Zellgängigkeit der Platin-Alkinyl-Komplexe genauer zu untersuchen. Deshalb 
wurden Zellaufnahmeuntersuchungen in HT-29 Zellen mit ausgewählten Platinkom-
plexen durchgeführt. Alle untersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe reicherten sich stär-
ker in den Tumorzellen an als die Referenzsubstanz Cisplatin. Die höhere zelluläre 
Aufnahme könnte damit die Ursache für die im Vergleich zum Cisplatin niedrigeren 
IC50-Werte dieser Substanzfamilie sein. Ein Target im Inneren der Zelle ist als wahr-
scheinlich anzusehen. Eine direkte Korrelation der antiproliferativen Potenz mit der 
zellulären Konzentration der Platin-Alkinyl-Komplexe konnte dagegen nicht belegt 
werden. Für die Wirksamkeit scheinen weitere biochemische oder physikochemische 
Eigenschaften, wie z.B. die Affinität zum Target, relevant zu sein. 
Als mögliche intrazelluläre Targets wurden die DNA und das Selenoenzym Thioredo-
xinreduktase genauer untersucht. Die DNA ist als Target für viele Antitumorwirkstof-
fe, insbesondere für die zur Therapie zugelassenen Platinkomplexe (Cisplatin etc.), 
bekannt. In Bindungsexperimenten an isolierter Lachsspermien-DNA sowie durch 
UV-spektroskopische Untersuchung der Schmelztemperaturverschiebung von ctDNA 
wurden die Bindungseigenschaften der Platin-Alkinyl-Komplexe zur DNA genauer 
charakterisiert. Die experimentellen Daten belegten eine z.T. starke Affinität der un-
tersuchten Platin-Alkinyl-Komplexe zur DNA, die  je nach Geometrie und Elektrophi-
lie der Liganden ein unterschiedliches Ausmaß hatte. Die DNA ist somit als ein mög-
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liches Target der Platin-Alkinyl-Komplexe in Betracht zu ziehen. Zur genaueren Cha-
rakterisierung der Bindungsart sind jedoch zusätzliche Untersuchungen notwendig.  
Als weiteres mögliches Target der Platin-Alkinyl-Komplexe wurde die Thioredoxinre-
duktase, die in Tumorzellen überexprimiert ist und eine wichtige Rolle im Re-
doxstoffwechsel der Zelle spielt, untersucht. Eine Hemmung der Thioredoxinredukta-
seaktivität verursacht eine erhöhte Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies in 
der Tumorzelle, was letztendlich die Tumorzelle in den programmierten Zelltod führt. 
Die Platinkomplexe inhibierten die Thioredoxinreduktase selektiv im submikromola-
ren Konzentrationsbereich. Sie sind damit effektive Thioredoxinreduktaseinhibitoren, 
was für einen andersartigen Wirkmechanismus dieser Substanzfamilie im Vergleich 
zu bekannten Platinkomplexen spricht.  
Schlußfolgerung und Ausblick 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass Platin(II)-Komplexe mit Phenacetylid-
Liganden ein hohes Potential für den Einsatz als Antitumorwirkstoffe besitzen, da sie 
im Vergleich zur Referenzsubstanz Cisplatin eine höhere antiproliferative Potenz so-
wie eine verbesserte Zellaufnahme zeigen. Innerhalb der Substanzfamilie der Platin-
Alkinyl-Komplexe konnten dabei Unterschiede je nach Substitutionsmuster des Phe-
nacetylid-Liganden und der Molekülgeometrie festgestellt werden. Eine Optimierung 
der Molekülstruktur ist für die weitere Forschung angedacht. Im Hinblick auf die Tar-
getidentifizierung konnte die DNA als mögliches Zielmolekül aufgrund der hohen 
Bindungsaffinitäten der neuen  Platinkomplexe identifiziert werden. Besonders viel-
versprechend ist außerdem die für Platinkomplexe bisher nicht bekannte hohe inhibi-
torische Aktivität der Platin-Alkinyl-Komplexe auf das Selenoenzym Thioredoxinre-
duktase. Diese Eigenschaft lässt einen andersartigen Wirkmechanismus vermuten, 
der möglicherweise die Nachteile der bekannten Platinkomplexe überwindet. Weiter-
führende Untersuchungen zur Aufklärung des Wirkmechanismus und Charakterisie-
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19. Material 
Alle Reagenzien, Chemikalien und Lösemittel wurden, soweit nicht anders angege-
ben, von Sigma Aldrich, Acros Organic, Fluka oder anderen Firmen bezogen. 
19.1 Geräte 
 Analysenwaage: CPA225D (Sartorius) 
 Atomabsorptionsspektrometer: ContrAA 700 (Analytik Jena) 
 Autoklav: LTA 2x3x4 Autoklav (Zyrbus Technologies) 
 CO2-Inkubator: Binder Incubator (Binder), HerCell240i CO2 Inkubator (Ther-
moScientific) 
 CO2-Brutschrank (Jouan) 
 Homogenisator: Dounce tissue grinder (Wheaton) 
 Elementaranalyator: Flash ES112 (Thermo Quest Italia) 
 Inkubator: Vortemp 56 (Labnet) 
 Kernresonanzsspektroskopie: DRX-400 AS (Bruker) 
 Mikroplattenlesegerät: Victor x4 (Perkin Elmer) 
 Mikroskop: S8APO, Modell MDG33/10450123 (Leica)  
 Mikrozentrifuge: CT15RE HMAC (VWR) 
 pH-Meter: SevenEasy pH-Meter (Mettler-Toledo) 
 Schüttler: Titramax 1000 (Heidolph) 
 Sicherheitsbunsenbrenner: Fireboy plus (Integra Bioscience) 
 Ultraschallbad (VWR) 
 UV-Spektrometer: Specord 200 (Analytik Jena) 
 Videomikroskop: EVOSxl (AMG) oder JuliBr Live Cell Analyzer (Peqlab Bio-
technology GmbH) 
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 Vortex: Vortex genie 2 (ScientificIndustries) 
 Werkbank: HeraSafeKS (ThermoScientific) 
 Zählkammer: C-Chip Neubauer Improve counting chamber (Biochrom AG) 
 Zentrifuge: CompactStarCS4 (VWR) 
19.2 Lösungen und Reagenzien 
 Aufbewahrungspuffer: 1,25 M Saccharose, 5 mM ATP, 0,4 mM ADP, 25 mM 
Natriumsuccinat,10 mM K2HPO4 und 5 mM DTT in 50 mM HEPES (pH 7,5);  
vor der Verwendung wird die Lösung 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnt 
 Bradford-Reagenz: 250 mg Serva Blue G, 250 mL Ethanol (95 %), 500 mL 
H3PO4 (86 %) und 250 mL H2O werden gemischt 
 BSA-Lösung: 2 mg BSA (Rinderserumalbumin) in 1 mL demineralisiertem 
Wasser, frisch hergestellt 
 Danieau-Medium: 58 mM NaCl, 0,7 mM KCl, 0,4 mM MgSO4, 0,6 mM 
Ca(NO3)2 and 5 mM HEPES(2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure) (pH 7,2) 
 DNA-Lösung: Lachsspermien-DNA (Desoxyribonukleinsäure) gelöst in Phos-
phatpuffer (pH 7,4) 
 DTNB-Lösung: 20 mM DTNB (2,2'-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoesäure) in Ethanol 
(absolut), frisch hergestellt 
 EDTA-Lösung: 100 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) in deminerali-
siertem Wasser (pH 7,5) 
 Eiwasser: 0,06 g Meersalz werden in 1 L destilliertem Wasser gelöst 
 Extraktionspuffer: 50 mM HEPES (pH 7,5) enthält 1 M Mannitol, 350 mM Sac-
charose und 5 mM EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-
tetraessigsäure) ; vor der Verwendung wird die Lösung 1:5 mit destilliertem 
Wasser verdünnt und es wird ein Proteaseinhibitorcocktail (1:100 (v/v)) hinzu-
gegeben 
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 FCS: fetales Kalbserum (Biochrom AG) 
 Kaliumphosphatpuffer: 100 mM NaH2PO4xH20 in demineralisiertem Wasser 
(pH 7,0) 
 Kristallviolett-Lösung: 0,02 % Kristallviolett gelöst in demineralisiertem Wasser 
 NADPH-Lösung: 20 mM NADPH (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) in 
demineralisiertem Wasser, frisch hergestellt 
 Phosphatpuffer: 8,0 g, NaCl, 1,0 g Na2HPO4x2H20, 0,15 g NaH2PO4xH20, 0,2 
g KCl, 0,2 g KH2PO4 in 1 L demineralisiertem Wasser (pH 7,4) 
 Pronase: 5 mg Pronase (Roche Applied Science) werden in 1 mL Danieau-
Medium gelöst 
 Proteaseinhibitorcocktail: 104 mM AEBSF, 80 µM Aprotinin, 4 mM Bestatin, 
1,4 mM E-64, 2 mM Leupeptin, 1,5  mM Pepstatin A in DMSO (Dimethylsulfox-
id) 
 Reaktionsmischung: 500 µL Kaliumphosphatpuffer, 80 µL EDTA-Lösung, 20 
µL BSA-Lösung, 100 µL NADPH-Lösung und 300 µL demineralisiertes Was-
ser werden frisch gemischt und bei 0-4 °C aufbewahrt 
 Isolationslösung 1: 0,01 M Tris-HCl, 0,01 M NaCl, 1,5 mM MgCl2 (pH 7,4) 
 Isolationslösung 2: Isolationslösung 1 + 0,3 % Nonidet-P40 + 0,3 % Natrium-
Desoxycholsäure 
 Saccharose-Lösung 1: 0,25 M Saccharose + 3 mM CaCl2 
 Saccharose-Lösung 2: 0,88 M Saccharose 
 Serumfreies Zellkulturmedium: DMEM High Glucose (PAA laboratories GmbH) 
mit Zusatz von 10 % FCS 
 Trypsin-Lösung: 0,05 % Trypsin in Phosphatpuffer (pH 7,4)  
 Verdünnte Glutardialdehydlösung: 12,5 mL Phosphatpuffer pH 7,4 werden mit 
0,5 mL Glutardialdehyd (25 % in H20) versetzt 
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 Zellkulturmedium: DMEM High Glucose (PAA laboratories GmbH) versetzt mit 
50 mg/L Gentamycinsulfat (USBiological) und 10 % (v/v) FCS 





Die Synthese der Platinkomplexe erfolgte mittels Schlenktechnik unter Stickstoffat-
mosphäre mit Stickstoff der Firma Westfalen. Es wurden ungetrocknete Lösungsmit-
tel verwendet. Die kommerziell erhältlichen Chemikalien und Reagenzien sind in 
Tab. 20-1 aufgeführt. 
 
Tab. 20-1: Kommerziell erworbene Reagenzien 
Reagenz Hersteller 
4-Methoxyphenylacetylen Maybridge 
Acetylchlorid Sigma Aldrich 
Dichloro(cod)platin(II) Acros Organics 
Diisopropylethylamin Acros Organics 
Dimethyl(cod)platin(II) Aldrich 
Pt Standard Stock Solutions, ICP quality Fluka Analytical 
Ti Single Element Solution for AAS Fisher Scientific 
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20.1.1 Synthese derTitankomplexe 
Titanocendichlorid 
TiCp2Cl2, Bis(cyclopentadienyl)titan(IV) dichlorid 
 
Der Metallkomplex Titanocendichlorid (TiCp2Cl2) wurde von Arcos Organics bezogen 




Abb. 20-1: Titan(IV)-Salan-Komplexe Ti(L
1-7
)(OiPr)2 
Die Synthesen der Titan-Salan-Komplexe (siehe Abb. 20-1) wurden am Institut für 
Anorganische Chemie der Hebrew University of Jerusalem in Israel im Arbeitskreis 
von Prof. Dr. Edit Tshuva durchgeführt [170]. 
 
  






Die Synthese des Titankomplexes Titanocen Y wurde an der UCD School of Che-
mistry and Chemical Biology des University College Dublin in Irland im Arbeitskreis 
von Dr. Matthias Tacke durchgeführt [249]. 
20.1.2 Synthese der Platinkomplexe 
Der Ligand 4-Methoxyphenylacetylen wurden von Sigma Aldrich bezogen und ohne 
weitere Reinigung verwendet. Alle von Klein et al. verwendeten Liganden wurden 
ebenfalls käuflich erworben oder im Fall von  2-Nitrophenylacetylen, 3-Nitroacetylen 
und 4-Nitroacetylen selbst synthetisiert [44,226]. 
Wie in der Literatur beschrieben wurde, der Metallkomplex [PtCl(cod)(Me)] syntheti-
siert [227]. Die Metallkomplexe [PtCl2(cod)] und [Pt(cod)(Me)2] wurden von Sigma 
Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. 
[PtCl(cod)(Me)], Chlorido(methyl)(η4-1,5-cyclooctadien)platin(II) 
 
Ausbeute: 174,52 mg (0,493 mmol; 67 %).1H-NMR (CDCl3): δ [ppm] = 0,92 (t, 3H, 
CH3); 2,30 (m, 8H, CH2 cod); 4,50 (m, 2H, =CH cod); 5,53 (m, 2H, =CH cod). Ele-
mentaranalyse für C9H15ClPt  (% berechnet/gefunden): C (30,56/30,58) H (4,27/21). 
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20.1.2.1. Serie I: Typ [Pt(cod)(CCR)2] 
 
Abb. 20-2: Chemische Struktur der Serie I 
Allgemeine Synthesevorschrift der Serie I (siehe Abb. 20-2) 
Eine Lösung aus Natriumethanolat  und 0,587 mmol (2,2 Äq.) des Alkin wird in 5 mL 
Ethanol (absolut) hergestellt und für 20-30 Minuten gerührt.100 mg (0,267 mmol) 
[PtCl2(cod)] werden in 10 ml Ethanol (absolut) im Eisbad suspendiert. Die Alkin-
Lösung wird anschließend tropfenweise hinzugegeben, wobei sich die Reaktionslö-
sung von farblos auf hellgelb bis bräunlich färbt. Nach 15 Minuten wird das Eisbad 
entfernt und weitere 105 Minuten gerührt. Der entstandene Niederschlag wird unter 
vermindertem Druck abfiltriert und mit Ethanol und Diethylether gewaschen. Ab-





Ausbeute: 48,8 mg (0,086 mmol; 38 %).1H-NMR (CDCl3): δ [ppm] = 2,56 (m, 8H, 
CH2 cod); 3,78 (s, 6H, OCH3); 5,67 (m, 4H =CH cod); 6,80 (dd, 4H, m-Ph); 7,35 (dd, 
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4H, o-Ph). Elementaranalyse für C26H26O2Pt (% berechnet/gefunden): C 
(55,22/54,53) H (4,63/4,33). 
 
Die in der Tab. 20-2 gelisteten Platinkomplexe des Typs [Pt(cod)(CCR)2] wurden am 
Institut für Anorganische Chemie der Universität Köln im Arbeitskreis von Prof. Dr. 
Klein synthetisiert [44, 226]. 
 
Tab. 20-2: Liste der im Arbeitskreis Klein synthetisierten Platinkomplexe des Typs 
[Pt(cod)(CCR)2] 






































































20.1.2.2. Serie II: Typ [Pt(cod)(Me)(CCR)] 
 
Abb. 20-3: Chemische Struktur der Serie II 
Allgemeine Synthesevorschrift der Serie II (siehe Abb. 20-3) 
Eine Lösung aus Natriumethanolat  und 0,587 mmol (2,2 Äq.) des Alkins wurde in 5 
mL Ethanol (absolut) hergestellt und für 20-30 Minuten gerührt.100 mg (0,267 mmol) 
[PtCl2(cod)] wurden in 10 ml Ethanol (absolut) im Eisbad suspendiert. Die Alkin-
Lösung wurde anschließend tropfenweise hinzugegeben, wobei sich die Reaktions-
lösung von farblos auf hellgelb bis gelb färbt. Nach 15 Minuten wurde das Eisbad 
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entfernt und weitere 105 Minuten gerührt. Der Ansatz wurde für 3 Tage bei -21 °C 
gelagert. Abschließend wurde das Lösemittel eingeengt und mit Dichlormethan/n-




Ausbeute: 38,3 mg (0,085 mmol; 59 %).1H-NMR (CD2Cl2): δ [ppm] = 0,94 (s, 3H, 
CH3); 2,44 (m, 8H, CH2 cod); 3,77 (s, 3H, OCH3); 4,89 (m, 2H, =CH cod); 5,46 (m, 
2H, =CH cod); 6,78 (m, 2H, meta-Ph); 7,23 (m, 2H, ortho-Ph). Elementaranalyse für 
C18H22OPt (% berechnet/gefunden): C (48,10/48,96) H (4,93/4,73). 
 
Die in Tab. 20-3 gelisteten Platinkomplexe des Typs [Pt(cod)(Me)(CCR)] wurden am 
Institut für Anorganische Chemie der Universität Köln im Arbeitskreis von Prof. Dr. 
Klein synthetisiert. [44, 226] 
 
Tab. 20-3: Liste der im Arbeitskreis Klein synthetisierten Platinkomplexe des Typs 
[Pt(cod)(Me)(CCR)] 
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20.2 HR-CS AAS 
Zur Metallquantifizierung wurde ein hochauflösendes Atomabsorptionsspektrometer 
mit Kontinuumstrahler contrAA©  700 (Analytik Jena) verwendet. Titan wurde bei ei-
ner Wellenlänge von 364,2675 nm und Platin bei einer Wellenlänge von 265,945 nm 
gemessen. Das in ein beschichtetes Standard-Graphitrohr (“AAS IC-Standardrohr, 
beschichtet”. AnalytikJena AG) injizierte Probenvolumen pro Messung betrug 25 µL. 
Es wurde der Mittelwert der Fläche unter der Kurve (AUC) von 3- oder 4-fach Injekti-
onen zur Auswertung herangezogen. Die Nachweisgrenze für Titan lag bei 48,8 µg/L. 
Für Platin wurde keine Nachweisgrenze bestimmt. 
20.2.1 Methodenentwicklung 
Die Methodenentwicklung umfasste die Optimierung des Temperatur-
/Zeitprogramms sowie der Probenvorbereitung. Der Optimierungsprozess beinhaltete 
die Anpassung der Pyrolyse- und Atomisierungstemperatur sowie der Trocknungs- 
und Ausheizschritte, wobei auf eine bereits publizierte Methode zurückgegriffen wur-
de [159, 183]. Außerdem wurde der Einfluß verschiedener Modifikatoren (Ascorbin-
säure 18 % (v/v), Salpetersäure 13 % (v/v) und Salzsäure 18 % (v/v)) sowie ver-
schiedener Proteinkonzentrationen (0,55 mg/mL und 1,10 mg/mL) auf das resultie-
rende AAS-Signal untersucht (siehe 8.1). Für die Methodenentwicklung (siehe Kapi-
tel 8) wurde eine Titan-Standardlösung (Single Element Solution for AAS, Fisher Sci-
entific), die 1000 ppm Titan enthält, verwendet. Ausgehend von dieser Lösung wur-
den weitere wässrige Lösungen mit unterschiedlichen Titankonzentrationen im Be-
reich 0-1500 µg/L durch Verdünnen mit demineralisiertem Wasser hergestellt. Die für 
die Untersuchung des Matrixeffekts und des Modifikatoreinflusses verwendeten Mat-
rix-Standardlösungen wurden wie folgt vorbereitet: ein isoliertes Zellpellet (siehe 
20.9.1) aus HT-29 Zellen wurde in 1,0 mL demineralisiertem Wasser suspendiert und 
für 30 Minuten in das Ultraschallbad gestellt. Anschließend wurde ein Aliquot von 10 
µL für die Proteinbestimmung nach Bradford entnommen. Die Zellsuspension wurde 
auf den gewünschten Proteingehalt durch Verdünnen mit demineralisiertem Wasser 
eingestellt und für die Herstellung der Matrix-Standardlösungen verwendet. Alle Pro-
ben wurden vor der Messung frisch hergestellt. Zur Untersuchung des Modfikatoren-
einflusses erfolgte ein 10 %-iger Zusatz zu diesen Proben ebenfalls kurz vor der 
Messung. 
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Für die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurde die Blindprobe 
11-fach gemessen und der Mittelwert der gemessenen Absorptionen (xB) sowie die 
Standardabweichung (σB) berechnet. Für die Berechnung der Absorption entspre-
chenden Titankonzentration wurde eine frisch hergestellte und direkt im Anschluss 
vermessene Standardkurve verwendet. Die Nachweisgrenze (LOD = limit of detec-
tion) lässt sich wie folgt berechen: 
             
Formel 20-1: Nachweisgrenze 
Die Bestimmunsgrenze (LOQ = limit of quantification) liegt um den Faktor 3 über der 
Nachweisgrenze und ergibt sich aus folgender Gleichung: 
             
Formel 20-2: Bestimmungsgrenze 
Zusätzlich wurde die charakteristische Konzentration bestimmt, die der Titankonzent-
ration bei einem Absorptionswert von 0,0044 entspricht. Die Linearität der Kalibrier-
kurven wurde durch Bestimmung des Korrelationskoffezienten (r2 > 0.95) sicherge-
stellt. Die Präzision wurde als Standardabweichung von 12 Injektionen einer Probe 
mit 2 verschiedenen Titankonzentrationen (200 µg/L und 1000 µg/L), die eine Pro-
teinkonzentration von 1 mg/mL aufwies, bestimmt. 
20.2.2 Titanquantifizierung 
Für die Titanquantifizierung wurde ein zuvor optimiertes Temperatur-/Zeitprogamm 
verwendet, welches in Tab. 20-4 dargestellt ist (siehe 8.1 und 20.2.1). Die Kalibrier-
lösungen wurden aus einer Stammlösung der Testsubstanz durch Verdünnen mit 
einer Proteinlösung, die denselben Proteingehalt wie die Probenlösungen aufwies, 
frisch hergestellt. Die Proben- und Standardlösungen wurden vor der Messung mit 
10 % (v/v) Triton®-X100 (1 %) und 10 % (v/v) HNO3 (13 %) versetzt.  
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Tab. 20-4: Temperatur-/Zeitprogamm für Titanmessungen 
Schritt Temperatur (°C) Heizrate (°C/s) Halten (s) 
Trocknen 90 6 15 
Trocknen 130 10 30 
Trocknen 500 50 30 
Pyrolyse 1400 300 20 
Nullabgleich 1400 0 5 
Atomisierung 2600 1500 10 
Ausheizen 2650 500 5 
Abkühlen 100 500 5 
Ausheizen 2650 500 5 
 
20.2.3 Platinquantifizierung 
Zur Quantifizierung der Platinkomplexe wurde auf das in der AAS-Software ASpect 
CS hinterlegte Temperatur-/Zeitprogamm mit optimierten Trocknungsschritten für die 
sichere Entfernung von biologischem Material zurückgegriffen (siehe Tab. 20-5). Für 
die Untersuchung des Matrix-Effekts wurden wässrige Platin-Standardlösungen so-
wie Matrix-haltige (c = 1 mg/mL)  Platin-Standardlösungen (c = 250 µg/L) hergestellt. 
Die Matrix-haltigen Lösungen wurden wie folgt vorbereitet: ein isoliertes Zellpellet 
(siehe 20.9.1) aus HT-29 Zellen wurde in 1,0 mL demineralisiertem Wasser suspen-
diert und für 30 Minuten in das Ultraschallbad gestellt. Anschließend wurde ein Ali-
quot von 10 µL für die Proteinbestimmung nach Bradford entnommen. Die Zellsus-
pension wurde auf den gewünschten Proteingehalt durch Verdünnen mit deminerali-
siertem Wasser eingestellt und für die Herstellung der Matrix-Standardlösungen ver-
wendet. Alle Proben wurden vor der Messung frisch hergestellt. 
Zur Quantifizierung der Zellaufnahme erfolgte die Kalibrierung mit den untersuchten 
Platinkomplexen in Proteinmatrix mit angepasster Proteinkonzentration. Alle Proben 
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und Standards wurden mit 10 % (v/v) Triton® X100 (1 %) und 5 % (v/v) HNO3 (13 %) 
versetzt und frisch hergestellt. 
 
Tab. 20-5: Temperatur-/Zeitprogamm für Platinmessungen 
Schritt Temperatur (°C) Heizrate (°C/s) Halten (s) 
Trocknen 90 6 15 
Trocknen 130 10 30 
Trocknen 500 50 30 
Pyrolyse 1300 300 10 
Nullabgleich 1300 0 5 
Atomisierung 2300 1500 8 
Ausheizen 2450 500 4 
 
20.3 Zytotoxizitätsuntersuchungen (In vitro-Toxizität) 
Für die Untersuchung der antiproliferativen Aktivität der Metallkomplexe nach einer 
bereits etablierten Methode [250] wurden MCF-7 Brustkrebszelllinie, HT-29 Darm-
krebszelllinie und L-929 Mausfibroblasten verwendet. Bei allen Zelllinien handelt es 
sich um adhärente Zelllinien, die bei 37 °C und 5 % CO2 in einem CO2-Inkubator 
(siehe 20.9) in DMEM High Glucose (PAA laboratories GmbH) Zellkulturmedium, 
welches vor der Verwendung frisch mit 50 mg/L Gentamycin (USBiological) und 10 
% (v/v) fetales Kalbserum (Biochrom AG) versetzt wurde, kultiviert. Die Ergebnisse 
wurden meistens als Mittelwerte von mindestens 3 unabhängigen Experimenten an-
gegeben. Eine Übersicht über den Ablauf des Experiments ist in Abb. 20-4 zu sehen 
und im Folgenden näher beschrieben. 
Material und Methoden  
175 
 
Abb. 20-4: Fließdiagramm zur Zytotoxizitätsuntersuchung 
Aussaat der Zellen 
Von der zu testenden Zelllinie wurde eine Zellsuspension (ca. 10000 Zellen/mL für 
MCF-7, ca. 3000 Zellen/mL für HT-29, ca. 7000 Zellen/mL bei L-929) hergestellt und 
von dieser 100 µL in jedes Loch einer 96-Lochplatte pipettiert. Die Platten wurden für 
2 Tage (HT-29, L-929) bzw. 3 Tage (MCF-7) im CO2-Inkubator inkubiert, wobei es 
zum Anwachsen der Zellen auf dem Plattenboden kam. 
Substanzstammlösungen und Substanzzugabe 
Die Substanzstammlösungen wurden vor der Versuchsdurchführung frisch herge-
stellt. Dazu wurde der Metallkomplex abgewogen und in DMF gelöst, so dass eine 
100 millimolare Lösung entstand. Ausgehend von dieser Stammlösung wurden wei-
tere Substanzstammlösungen im Konzentrationsbereich 0-100 mM nach einem Ver-
dünnungsschema hergestellt (siehe Tab. 20-6). Jeweils 5 µL der Substanzstammlö-
sung wurden zu 5 mL Zellkulturmedium gegeben und gut durchmischt (Verdünnung 
1:1000; mM → µM). Je 200 µL dieser Lösung wurden in 6 Löcher einer 96-Lochplatte 
pipettiert, in denen zuvor das Zellkulturmedium abgesaugt wurde. Analog zu den zu 
testenden Substanzkonzentrationen wurde ein Blindwert (DMF) hergestellt und in 6 
Löcher der 96-Lochplatte pipettiert. 
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Tab. 20-6: Verdünnungsschema für die Testsubstanzen 















+ µL DMF 20 40 20 40 75 40 
 
Das Schema zur Belegung der 96-Lochplatte ist in Tab. 20-7 wiedergegeben. Zu-
sätzlich wurde eine t0-Platte am Tag der Substanzzugabe gestoppt, mit dessen Hilfe 
die Zellmasse vor Substanzzugabe bestimmt werden konnte. Dazu wurde das Zell-
kulturmedium einer 96-Loch latte ko  lett abgesaugt und durch 180 μL Phos hat-
puffer (pH 7,4) nach vorheriger Fixierung der Zellen am Plattenboden mit verdünnter 
Glutardialdehydlösung ersetzt. Diese Platte wurde bis zur Färbung mit Kristallviolett 
im Kühlschrank aufbewahrt. 
 
Tab. 20-7: Plattenbelegung  
Reihe Löcher 1-6 Löcher 7-12 
A Blindwert 1 (DMF) Substanz 1 (0,2 µM) 
B Substanz 1 (1 µM) Substanz 1 (4 µM) 
C Substanz 1 (10 µM) Substanz 1 (20 µM) 
D Substanz 1 (50 µM) Substanz 1 (100 µM) 
E Blindwert 2 (DMF) Substanz 2 (0,2 µM) 
F Substanz 2 (1 µM) Substanz 2 (4 µM) 
G Substanz 2 (10 µM) Substanz 2 (20 µM) 
H Substanz 2 (50 µM) Substanz 2 (100 µM) 
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Abstoppen und Kristallviolettfärbung 
Nach 3 Tagen (HT-29) bzw. 4 Tagen (MCF-7, L-929) Inkubationszeit der 96-
Lochplatten im CO2-Inkubator wurde das Zellkulturmedium, welches die zu testenden 
Metallkomplexe enthält, abgesaugt. Anschließend wurden 100 µL verdünnte Glutar-
dialdehydlösung in jedes Loch zur Fixierung der Zellen pipettiert und nach 20-30 Mi-
nuten abgeschüttelt. Nach Zugabe von 180 µL Phosphatpuffer (pH 7,4) und dessen 
Absaugen nach wenigen Minuten, wurden 100 µL einer 0,02 %-igen Kristallviolettlö-
sung hinzugegeben. Kristallviolett ist ein Farbstoff, der die Zellen violett anfärbt. 
Nach 30 Minuten wurde die Kristallviolettlösung wieder abgeschüttelt und sofort 2 
mal gründlich mit Wasser gewaschen. Die 96-Lochplatten wurden mit Wasser gefüllt 
und für 15 Minuten stehen gelassen. Anschließend wurde das Wasser durch gründli-
ches Abklopfen auf Papiertücher vollständig entfernt. Nach Zugabe von 180 µL 
Ethanol (70 %) in jedes Loch wurden die Platten unter leichtem Schütteln für 3-4 
Stunden stehen gelassen. Bei diesem Schritt löste sich der Farbstoff im Ethanol und 
die Absorption der Lösung wurde abschließend bei 590 nm im Mikroplattenlesegerät 
gemessen. 
Auswertung 
Der Mittelwert (M) aus jeweils 6 Löchern, in denen sich dieselbe Substanzkonzentra-
tion befand, und der Mittelwert (B) aus jeweils 6 Löchern des Blindwertes wurden 
gebildet. Beide Absorptionsmittelwerte wurden um den Mittelwert aus allen Löchern 
der t0-Platte (t0) korrigiert und anschließend durcheinander geteilt sowie mit 100 % 
multipliziert: 
 
     
      
(     )
(     )
 
Formel 20-3: Berechnung von T/Ckorr 
Der IC50-Wert wurde berechnet als die Substanzkonzentration, bei der sich die Zell-
masse um 50 % reduziert hat, was als eine 50 %-ige Inhibition des Zellwachstums 
durch die Substanz zu verstehen ist. Er wurde berechnet als T/Ckorr = 50 %. Dazu 
wurden die berechneten T/Ckorr-Werte gegen den Logarithmus der Substanzkonzent-
rationen aufgetragen und der sigmoidale Kurvenverlauf mit Hilfe der Boltzmann- oder 
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Hill-Funktion im Programm Origin berechnet. Der IC50-Wert konnte dann bei T/Ckorr = 
50 % abgelesen werden (siehe 9.1). 
 
20.4 In vivo-Toxizität im Zebrafischembryo 
Die Toxizität der Metallkomplexe in Zebrafischembryos wurde nach einer etablierten 
Methode untersucht [139]. Ein Schema zum Ablauf des Experiments ist in Abb. 20-5 
zu sehen. 
 
Abb. 20-5: Schema zur Bestimmung der in vivo-Toxizität 
Verpaaren der Zebrafische 
Die Zebrafische wurden am Nachmittag des Tag 1 verpaart [139] Dazu wurden je-
weils ein männlicher Fisch und ein weiblicher Fisch in ein separates Becken, zu-
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nächst durch eine Trennwand separiert, gesetzt. Am nächsten Morgen (Tag 2) wurde 
der Trennsteg entfernt und es kam nach 30-60 Minuten zu einer Verpaarung der Fi-
sche, wobei die Eier vom Weibchen abgelegt wurden. Durch die spezielle Konstruk-
tion des Beckens fielen die Eier durch ein Gitter, was dem Schutz der Eier vor dem 
Verzehr durch die Elterntiere diente. Die Eier wurden anschließend isoliert und die 
Fische zurück in das Becken gesetzt. Nach dem Waschen mit Eiwasser (siehe 19.2) 
wurden die Eier in eine Petrischale überführt und bei 27 °C im Brutschrank inkubiert. 
Nach 7 Stunden Inkubationszeit wurde das Eiwasser durch Danieau-Medium (siehe 
19.2) mit 10 % (v/v) Polythiouracil (PTU) ersetzt, was die Pigmentierung der Embyros 
verhindert. Nach 24 Stunden (Tag 3) wurde das Medium erneut gewechselt und die 
Eihüllen der Embyros wurden enzymatisch entfernt. Dazu wurden 2-3 mL einer 
Pronase-Lösung in das Medium gegeben und unter Schütteln für 20-30 Minuten in-
kubiert. Durch dreimaliges Waschen der Embyros mit Danieau-Medium lagen die 
Embyros dechorioniert vor und wurden zu je 50 Embyros pro Loch in eine 6-
Lochplatte eingezählt. Anschließend wurde das Medium vollständig entfernt und 
durch 4 mL frisches Danieau-Medium mit 10 % (v/v) PTU ersetzt.      
Inkubation der Zebrafischembyros 
Es wurde von der zu testenden Substanz eine Stammlösung mit einer Konzentration 
von 100 mM in DMF frisch hergestellt. Weitere Verdünnungen wurden nach dem 
Schema in Tab. 20-8 durch Verdünnen mit DMF durchgeführt.   
 
Tab. 20-8: Verdünnungsschema zur Herstellung der Stammlösungen 













+ µL DMF 20 40 20 40 75 
 
Zu den dechorionierten Embyros wurden je Loch 4 µL einer Substanzstammlösung 
bzw. Kontrolllösung (DMF) pipettiert. Anschließend wurde die 6-Lochplatte bis zur 
Auswertung in den Brutschrank (27 °C) gestellt. 
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Mikroskopie und Auswertung 
Nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden Inkubationszeit wurden die Embryos auf toxische 
Effekte mikroskopisch (Leica S8APO) untersucht. Dazu wurden diese hinsichtlich 
Herzschlagrate, Fehlbildungen und generalisierter Toxizität beurteilt. Die toten oder 
fehlgebildeten Embyros wurden dafür mit einer Pasteurpipette entfernt und die noch 
lebenden Embryos gezählt. Es wurden mindestens Doppeltbestimmungen durchge-
führt und der prozentuale Wert der lebenden Embryos berechnet. Durch Auftragung 
der lebenden Embryos in Prozent gegen die Testkonzentration in µM und anschlie-
ßendem logarithmieren der x-Achse kann mit Hilfe der Software Origin ein sigmoida-
ler Kurvenverlauf (Boltzmann- oder Hill-Funktion) erstellt werden. Der LC50-Wert 
konnte dann bei lebende Embryos = 50 % berechnet werden und entspricht der Sub-
stanzkonzentration, bei der 50 % aller Embryos sterben. 
20.5 Videomikroskopie 
Für die Aufnahmen mit dem digitalen Videomikroskop wurden HT-29 Zellen in Pet-
rischalten (Ø 60 x 15 mm) in Phenolrot-freiem Zellkulturmedium ausgesät und bis zu 
einer Konfluenz von circa 40 % im CO2-Inkubator gelagert. Nach der Inkubation wur-
de das Medium gegen 4,0 mL Phenolrot-freies Zellkulturmedium, das 10 µM (0,1 % 
(v/v) DMF) der zu testenden Titankomplexe enthält, ausgetauscht. Als Kontrolle wur-
de DMF in derselben Konzentration verwendet. Die Petrischalen wurden anschlie-
ßend für 14 Stunden bei Raumtemperatur unter das Mikroskop (EVOSxl, AMG) ge-
stellt und Fotos wurden alle 5 Minuten aufgenommen.  
20.6 DNA-Bindung 
Das DNA-Bindevermögen der Metallkomplexe wurde mit zwei verschiedenen Metho-
den untersucht: der Ethanolpräzipitationsmethode und der DNA-
Schmelztemperaturmethode. 
20.6.1 Ethanolpräzipitationsmethode 
Die Bindung der Komplexe an die DNA wurde nach einer in der Literatur gefundenen 
Ethanolpräzipitationsmethode bestimmt [198]. Abb. 20-6 zeigt die Durchführung des 
Experiments schematisch zur besseren Übersicht. 
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Abb. 20-6: Schematische Darstellung der Durchführung des DNA-Präzipitationsexperiments 
Durchführung 
10 µL der zuvor hergestellten Substanzstammlösungen (cPt-Komplexe = 40 mM bzw. cTi-
Komplexe = 50 mM) wurden mit 90 µL Phosphatpuffer (pH 7,4) um den Faktor 10 ver-
dünnt. Von dieser Lösung wurden 10 µL zu 990 µL einer DNA-Stammlösung (c = 1 
mg/mL) gegeben und anschließend bei 37 °C im Inkubator unter ständigem Schüt-
teln für 4 Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden zwei Aliquote von je 
200 µL aus der Inkubationslösung entnommen und mit je 100 µL einer 0,9 molarer 
Natriumacetatlösung und 900 µL kaltem Ethanol (absolut) versetzt. Nach zweimali-
gen leichten Schwenken der Lösung wurde diese für 2 Stunden bei -21 °C aufbe-
wahrt. Anschließend wurden die Proben bei 4 °C für 10 Minuten mit 7167 g zentrifu-
giert. Die erhaltenen DNA-Pellets wurden isoliert und in 300 µL einer 0,3 molaren 
Natriumacetatlösung resuspendiert. Nach Zugabe von 900 µL kaltem Ethanol (abso-
lut) wurde erneut ausgefällt und ein zweites Mal unter denselben Bedingungen (4 °C, 
10 min, 7167 g) zentrifugiert. Die erhaltenen DNA-Pellets wurden isoliert,  2 mal mit 
kaltem Ethanol (absolut) gewaschen und bis zur weiteren Analytik bei -25 °C aufbe-
wahrt.  
Analytik 
Zur weiteren Analytik wurden die DNA-Pellets in 500 µL demineralisiertem Wasser 
resuspendiert und für 30 Minuten in das Ultraschallbad gestellt. Die DNA-
Konzentrationen der Proben wurden photometrisch bei 260 nm bestimmt. Die Kalib-
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rierung erfolgte mit einer frisch hergestellten, wässrigen DNA-Stammlösung mit einer 
Konzentration von 250 µg/mL. Aus dieser Stammlösung wurden durch Verdünnen 
mit demineralisiertem Wasser verschiedene Standardlösungen im Konzentrationsbe-
reich von 0 – 250 µg/mL hergestellt. Je 150 µL der Standardlösungen und je 150 µL 
der Proben wurden in je ein Loch einer 96-Lochplatte pipettiert und mit dem Mikro-
plattenlesegerät bei 260 nm vermessen. Es wurden jeweils Doppeltbestimmungen 
durchgeführt. Der Korrelationskoeffizient der Kalibriergerade sollte größer als 0,99 
sein, andernfalls wurde die Messung wiederholt. Mithilfe der Funktion der Kalibrierge-
raden konnte die DNA-Konzentration jeder Probe berechnet werden. 
Die Metallkonzentration wurde mittels hochauflösender Atomabsorptionsspektromet-
rie mit Kontinuumstrahler (HR-CS AAS) quantifiziert. Dazu wurden die verbleibenden 
200 µL der Probensuspensionen mit 20 µL Triton®-X100 (1 %) und 20 µL HNO3 (13 
%) versetzt. Der Metallgehalt wurde mit der unter 20.2 beschriebenen Methode zur 
Metallquantifizierung bestimmt.   
Auswertung 
Die Ergebnisse wurden als pmol Komplex je µg DNA angegeben und als Nukleo-
sid/Substanz-Verhältnis unter Berücksichtigung des mittleren Molekulargewichts ei-
nes DNA-Nukleotidbruchstückes von 30,9 g/mol berechnet. Es wurden mindestens 3 
unabhängige Experimente durchgeführt. 
20.6.2 DNA-Schmelztemperaturmethode 
Die Untersuchungen zur DNA-Interaktion mittels Schmelztemperaturmessung wur-
den am Institut für Anorganische Chemie der Ruhr-Universität Bochum im Arbeits-
kreis von Prof. Dr. Nils Metzler-Nolte durchgeführt. 
Eine Lösung, die 60,6 µM ctDNA und 12,12 µM des zu untersuchenden Metallkom-
plexes enthält wurde in Phosphatpuffer (pH 7,4) hergestellt. Die Metallkomplexe 
wurden zuvor in DMF vorgelöst, so dass die Testlösung eine DMF-Konzentration von 
0,7 % (v/v) aufwies. Bei der ctDNA-Konzentration handelt es sich um die Konzentra-
tion der DNA-Basen mit  ε = 13200 M-1cm-1. Die Schmelpunktkurven wurden mit ei-
nem VARIAN Cary 100 mit einer computerkontrollierten 12 Küvetten-Peltier-Element 
und Temperatursensor unter Verwendung einer volumenreduzierten selbsthergestell-
ten Quarzküvette von 1 cm Lichtweg  bei einer Wellenlänge von 260 nm im thermal 
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mode der Gerätesoftware aufgenommen. Das Programm der Schmelzpunktmessun-
gen ist in Tab. 20-9 dargestellt. Die Aufheiz- und Abkühlschritte wurden jeweils 2- bis 
3-mal wiederholt. Zum Spülen wurde Stickstoff bei geringeren Temperaturen ver-
wendet und die Proben wurden vor der Messung mit Stickstoff entgast. 
Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte durch das Auftragen der gemessenen 
Absorption gegen die Temperatur. Anschließend wurde mit Hilfe der Software Origin 
ein polynomischer Fit 9. Grades sowie die 1. Ableitung dieses Fits erstellt. Die 
Schmelztemperatur (Tm) entspricht dem Maximum der Ableitung bei > 37°C und wur-
de als Mittelwert aus 2 bis 3 aufgenommenen Schmelzpunktkurven berechnet. 
 
Tab. 20-9: Programm zur Aufnahme von ctDNA-Schmelpunktkurven. Die Daten vom Aufheizen 
und Kühlen wurden zur Bestimmung der Schmelztemperatur verwendet.   




Denaturieren 90  3 
Temperieren 90 – 4 0,2 3 
Aufheizen 4 – 90 0,5 3 
Kühlen 90 – 4 0,5 3 
 25 0,5  
 
20.7 Proteinbindung 
Das Bindevermögen der Metallkomplexe an Rinderserumalbumin (BSA) wurde nach 
einer in der Literatur gefundenen Ethanolpräzipitationsmethode, die in Abb. 20-7 
schematisch dargestellt ist, bestimmt [197]. 
Durchführung 
440 mg BSA wurden in 11 mL serumfreies Zellkulturmedium gelöst. Von dieser Lö-
sung wurde 1 mL als Blindwert abgenommen und mit 1 µL DMF versetzt. Zu den 
verbleibenden 10 mL wurden 10 µL einer 50 millimolaren Substanzstammlösung in 
DMF gegeben und bei 37 °C unter regelmäßigem Umschwenken inkubiert. Zu defi-
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nierten Zeitpunkten (1, 2, 4, 6, 10, 24, 30, 48 Stunden) wurde jeweils ein Aliquot von 
250 µL aus der Lösung entnommen und sofort mit 500 µL kaltem Ethanol (absolut) 
versetzt. Die Proben wurden anschließend bei –25 °C für 2 Stunden aufbewahrt. 
Nach dem Zentrifugieren bei 2867 g für 5 Minuten bei 4 °C wurden 400 µL des Über-
stands abgenommen und mit 40 µL HNO3 (13 %) zur Stabilisierung versetzt. Bis zur 
weiteren Analytik wurden die Proben bei -20 °C gelagert. 
 
Abb. 20-7: Schematische Darstellung der Durchführung des BSA-
Ethanolpräzipitationsexperiments (BSA: Rinderserumalbumin) 
Auswertung 
Nach dem Auftauen der Proben wurden diese mittels Atomabsorptionsspektrometrie 
(siehe 20.2) vermessen, um die ungebundene Metallkonzentration (M) zu quantifizie-
ren. Zur Kalibrierung wurde die unbehandelte Inkubationslösung verwendet, aus der 
durch Verdünnen weitere Standards hergestellt wurden. Die Standardlösungen wur-
den ebenfalls durch HNO3 (13 %) stabilisiert. Vor der Messung wurden zu jeder Lö-
sung 10 % (v/v) Triton®-X100 (1 %) hinzugegeben. Unter der Annahme, dass 100 % 
des Proteins (BSA) ausgefällt wurden, konnte das ungebundene Metall in % wie folgt 
als Mittelwert aus 4 unabhängigen Experimenten berechnet werden: 
               ( )  (   )      
Formel 20-4: Berechnung der Proteinbindung 
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20.8 Proteinquantifizierung 
Die Proteinquantifizierung wurde nach der im Jahre 1976 von M. M. Bradford veröf-
fentlichten Methode durchgeführt [251]. Es handelt sich dabei um eine einfach 
durchzuführende, sensitive Methode zur Quantifizierung von Proteinen im 
Mikrogramm-Bereich. Sie beruht im Wesentlichen auf einer Komplexbildung des 
Farbstoffes Coomassie Blue, welcher im Bradford-Reagenz (siehe 19.2) enthalten 
ist, mit einem Protein. Bei der Komplexierung entsteht innerhalb von wenigen Minu-
ten ein blau gefärbtes Produkt. Dieses Produkt ist für eine Stunde stabil und kann 
mittels einer Absorptionsmessung bei 595 nm photometrisch erfasst werden. Die Be-
stimmungsgrenzen liegen im Mikrogramm pro Milliliter-Bereich. Zu beachten ist, dass 
die üblichen Laborreagenzien Triton®- X100 und Natriumdodecylsulfat (SDS) falsch 
positive Ergebnisse liefern. Die Anwesenheit musst deshalb vor Versuchsdurchfüh-
rung ausgeschlossen werden. 
Durchführung 
Das zuvor hergestellte Bradford-Reagenz wurde vor Gebrauch 5-fach mit deminera-
lisiertem Wasser verdünnt. 200 µL dieser Lösung wurden mit je 10 µL Standard- oder 
Probelösung in je einem Loch einer 96-Lochplatte vermischt (siehe Abb. 20-8). Es 
wurden jeweils Doppeltbestimmungen durchgeführt. Als Standardlösungen wurde 
BSA in demineralisiertem Wasser im Konzentrationsbereich von 0 - 72 µg/L verwen-
det. Die Lösungen wurden nach 20 Minuten Inkubationszeit photometrisch bei 595 
nm im Mikroplattenlesegerät vermessen.  
 
Abb. 20-8: Schema zur Durchführung der Bradford-Methode 
Auswertung 
Nach Mittelwertbildung aus den Doppeltbestimmungen erfolgte die Auswertung mit 
Hilfe der Kalibriergeraden. Die Kalibriergerade ergab sich nach linearer Regression 
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der Absorptionen der Standardlösungen aufgetragen gegen die Konzentration an 
Rinderserumalbumin (siehe Abb. 20-9). Der Korrelationskoeffizient der Kalibriergera-
de sollte stets größer als 0,99 sein, andernfalls wurde die Messung wiederholt. 
 
Abb. 20-9: Kalibriergerade mit BSA-Stammlösungen (BSA: Rinderserumalbumin) 
20.9 Untersuchungen zur Bioverteilung 
Bei den verwendeten Zelllinien handelte es sich um Adhäsionskulturen, die alle in 
serumhaltigem Zellkulturmedium bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator kultiviert wur-
den.  Die Passage der Zellen erfolgte wöchentlich. Von HT-29 wurden 0,5 mL für die 
Passage verwendet, von MCF-7 und L-929 jeweils 1,5 mL. Das Aussehen der Zellen 
ist anhand von Mikroskopaufnahmen (JuliBr Live Cell Analyzer, Peqlab Biotechnolo-
gy GmbH) in Abb. 20-10 dargestellt und die Herkunft der Zelllinien ist im Folgenden 
aufgelistet: 
 HT-29 Zellen: Humane Adenokarzinomzelllinie des Kolons, die aus einer 44-
jährigen Frau isoliert wurden. 
 MCF-7 Zellen: Humane Brustkarzinomzelllinie, die im Jahre 1970 aus einer 
69-jährigen Frau isoliert wurden. 
 L-929 Zellen: Mausfibroblasten, die von normalem adipotischen Gewebe einer 
männlichen C3H/An Maus isoliert wurden. 
























Abb. 20-10: Mikroskopaufnahmen (96-fache Vergrößerung) von HT-29 Zellen (oben), MCF-7 
Zellen (Mitte) und L-929 Zellen (unten) 
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20.9.1 Zellaufnahmeuntersuchungen 
Anzucht der Zellen 
HT-29 Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturflaschen für circa 1 Woche bis zu einer Kon-
fluenz von 70-90 % angezüchtet. Nach dem Absaugen des Mediums wurde dieses 
durch 10 mL neues Medium, welches die zu testende Substanz in der gewünschten 
Konzentration enthielt, ersetzt. Die Flaschen wurden anschließend bei 38 °C und 5 % 
CO2 im CO2-Inkubator inkubiert. Nach der gewünschten Inkubationszeit wurden die 
Zellkulturflaschen entnommen und das Medium abgesaugt. Anschließend wurden die 
Zellen mit 10 mL Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen und mit 2 mL Trypsinlösung 
versetzt, die gut verteilt und sofort wieder abgesaugt wurde. Zur Aktivierung des 
Trypsins wurden die Zellkulturflaschen erneut für 2-3 Minuten in den Inkubator ge-
stellt. Die Zellen wurden abschließend in 10 mL Medium resuspendiert, in ein 15 mL 
Zentrifugenröhrchen überführt und bei 3323 g für 5 Minuten zentrifugiert. Das erhal-
tene Zellpellet wurde mit Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen und bis zur weiteren 
Analytik bei – 20 °C aufbewahrt. Für die Analytik wurden die Zellpellet in 1 mL demi-
neralisiertem Wasser suspendiert und für 30 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt. 
Proteinbestimmung 
Für die Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 20.8) wurde aus der Zellsuspension 
ein Aliquot entnommen und 10-fach mit demineralisiertem Wasser verdünnt. Je 10 
μL dieser Sus ensionen wurden  it 200 μL Brad ord-Reagenz (1:5 verdünnt mit de-
mineralisiertem Wasser) in je einem Loch einer 96-Lochplatte gemischt und nach 20 
Minuten photometrisch bei 590 nm vermessen. Zur Kalibrierung dienten frisch herge-
stellte Lösungen von BSA in demineralisiertem Wasser im Konzentrationsbereich 
von 0 -72 μg/L.  
Metallbestimmung 
Die Metallquantifizierung erfolgte mit der unter 20.2 beschriebenen Methode mittels 
Atomabsorptionsspektrometrie. Vor der Metallbestimmung wurden alle Proben auf 
denselben Proteingehalt mit demineralisiertem Wasser verdünnt, um Matrixeffekte 
des biologischen Materials auszuschließen. Je nach zu bestimmenden Metall wurden 
weitere Zusätze, wie unter 20.2.2 und 20.2.3 beschrieben, zu den Proben hinzuge-
fügt. 
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Auswertung 
Von mindestens 2 unabhängigen Experimenten wurde der Mittelwert als nmol Metall 
pro mg zelluläres Protein (Zellprotein) berechnet. Zusätzlich wurde die intrazelluläre 
Metallkonzentration geschätzt. Dazu wurden die Durchmesser der Zellen bestimmt, 
womit unter Annahme einer Kugelform das Volumen einer Zelle berechnet werden 
konnte. Unter Zuhilfenahme des mittleren Proteingehalts einer Zelle, der mittels 
Bradford-Methode (siehe 20.8) und Zählen der Zellen mit einer Zellzählkammer be-
stimmt werden konnte, wurde die intrazelluläre Metallkonzentration in µmol erhalten 
[184]. 
20.9.2 Isolierung von Zellkernen 
Anzucht der Zellen 
Für die Isolierung der Zellkerne wurden HT-29 Zellen in 175 cm2 Zellkulturflaschen 
bis zu einer Konfluenz von 90 % angezüchtet und mit 20 mM der Metallkomplexe für 
2, 8 und 24 Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden zunächst die Zellen 
isoliert, indem mit 10 mL Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen und anschließend die 
Zellen vom Flaschenboden mit Hilfe einer Trypsinlösung gelöst wurden. Die Zellen 
wurden in 10 mL Zellkulturmedium (siehe 19.2) resuspendiert und in ein 15 mL Zent-
rifugenröhrchen überführt. Nach Zentrifugation bei 3323 g wurde das Zellpellet erhal-
ten, welches mit 1 mL Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen wurde.  
Isolierung der Zellkerne 
Nach Zusatz von 1 mL physiologischer Kochsalzlösung (0,9 %) wurde ein Aliquot 
von 200 μL zur besti  ten der totalen  etallkonzentration in der Zelle entnommen. 
Die verbleibenden 800 μL wurden bei 923 g für 5  Minuten zentrifugiert. Die gereinig-
ten Pellets wurden in 300 μL Isolationslösung 1 (siehe 19.2) resuspendiert und in ein 
1,5 mL Eppendorfgefäß überführt. Nachdem die Eppendorfgefäße 10 Minuten in ein 
Eisbad gestellt wurden, was dem Vorquellen der Zellen diente, wurde bei 1231 g für 
5 Minuten zentrifugiert. Das isolierte Pellet wurde in 300 µL Isolationslösung 2 (siehe 
19.2) aufgenommen und mit Hilfe eines Homogenisators durch 15-malige Auf- und 
Abbewegung homogenisiert. Das Homogenisat wurde bei 3583 g für 5 Minuten zent-
ri ugiert und die so isolierten Zellkerne in 150 μL Saccharose-Lösung 1 (siehe 19.2) 
aufgenommen. Es wurde  it 150 μL Saccharose-Lösung 2 (siehe 19.2) unterschich-
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tet und bei 3583 g für 10 Minuten zentrifugiert. Die isolierten Zellkerne wurden in 200 
µL EDTA-Lösung suspendiert und bis zur weiteren Analytik bei – 20 °C aufbewahrt. 
Proteinbestimmung 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zellkernen wurden die Proben 
unverdünnt mittels der Bradford-Methode (siehe 20.8) untersucht. Die Proben zur 
Bestimmung der totalen zellulären Metallkonzentration wurden vorher in 200 µL de-
mineralisiertem Wasser suspendiert und 30 Minuten in das Ultraschallbad gestellt. 
Anschließend wurde ein Aliquot entnommen, das vor der Proteinquantifizierung 1:10 
mit demineralisiertem Wasser verdünnt wurde. 
Metallbestimmung 
Die Metallkonzentration in den Zellkern- und Gesamtzellproben wurde mit der zuvor 
entwickelten HR-CS AAS-Methode (siehe 20.2) bestimmt. Dazu wurden alle Proben 
auf denselben Proteingehalt mit demineralisiertem Wasser bzw. EDTA-Lösung ver-
dünnt. Die Kalibrierung erfolgte mit dem untersuchten Metallkomplex. 
Auswertung 
Die Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert von mindestens 2 unabhängigen 
Experimenten in nmol Metall pro mg Kern- bzw. Zellprotein. 
20.9.3 Isolierung von Mitochondrien 
Anzucht 
Für die Isolierung der Mitochondrien wurden HT-29 Zellen in 175 cm2 Zellkulturfla-
schen bis zu einer Konfluenz von 90 % angezüchtet und mit 20 mM der Metallkom-
plexe für 2, 8 und 24 Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden zunächst 
die Zellen gewonnen, indem mit 10 mL Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen wurde 
und anschließend mit Trypsinlösung die Zellen vom Flaschenboden gelöst wurden. 
Die Zellen wurden in 10 mL Zellkulturmedium resuspendiert und in ein 15 mL Zentri-
fugenröhrchen überführt. Nach Zentrifugation bei 3323 g für 5 Minuten wurde das 
Zellpellet erhalten, welches mit 1 mL Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen wurde. 
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Isolierung der Mitochondrien 
Für die Isolierung der Mitochondrien wurde ein von Sigma Aldrich käuflich erworbe-
nes Kit (MITOISO2, Chargenbezeichnung 050M4042) verwendet. Dazu wurde das 
erhaltene Zellpellet in 10 mL kaltem Phosphatpuffer (pH 7,4) resuspendiert und die 
Zellen wurden mit Hilfe einer Zählkammer (siehe 19.1) gezählt. Es wurde aus dieser 
Lösung ein Aliquot von 2 mL zur Bestimmung der totalen zellulären Metallkonzentra-
tion entnommen. Die verbleibenden 8 mL wurden für 5 Minuten bei 600 g zentrifu-
giert. Der Überstand wurde verworfen und der Rückstand erneut mit Phosphatpuffer 
(pH 7,4) gewaschen. Abhängig von der Zellzahl je Probe wurde der Rückstand in 
einem definiertem Volumen Extraktionspuffer aufgenommen (siehe Tab. 20-10) und 
für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Für die Durchführung eines erfolgreichen Experi-
ments war eine Mindestzellzahl von 20.000.000 erforderlich. 
 
Tab. 20-10: Bestimmung des Extraktionspuffervolumens 
Zellzahl (x 105) 200 250 300 350 400 450 500 
Extraktionspuffer (mL) 1,25 1,50 1,75 2,00 2,50 3,00 3,50 
 
Anschließend wurde mit einem Homogenisator durch 25-malige Auf- und Abbewe-
gungen ein Homogenisat erhalten, das in ein Eppendorfgefäß (1,5 mL) überführt und  
für 10 Minuten bei 4 °C und 600 g zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde in ein 
frisches Eppendorfgefäß (1,5 mL) überführt und nochmals für 10 Minuten bei 4 °C 
und 1000 g zentrifugiert. Die so isolierten Mitochondrien wurden in 100 μL Au bewah-
rungspuffer resuspendiert und bis zur weiteren Analytik bei -20 °C aufbewahrt. 
Proteinbestimmung 
Die Mitochondrienproteine und der Zellproteingehalt wurden mit der unter 20.8 be-
schriebenen Bradford-Methode quantifiziert. Dazu wurden die Mitochondrienproben 
unverdünnt verwendet. Die Proben zur Bestimmung der totalen Zellaufnahme wur-
den in 1 mL demineralisiertem Wasser suspendiert, für 30 Minuten in das Ultra-
schallbad gestellt und vor der Versuchsdurchführung 1:10 mit demineralisiertem 
Wasser verdünnt. 
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Metallbestimmung  
Die Metallkonzentration in den Proben wurden mit der unter 20.2 beschriebenen HR-
CS AAS Methode bestimmt. Die Mitochondrienproben wurden vor der Messung auf 
denselben Proteingehalt mit Aufbewahrungspuffer (siehe 19.2) verdünnt und mit 10 
% (v/v) Triton®-X100 (1 %) versetzt. 
Auswertung 
Die Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert von mindestens 2 unabhängigen 
Experimenten in nmol Metall pro mg Mitochondrien- bzw. Zellprotein. 
20.10 Enzymhemmung 
Die Effekte der Metallkomplexe auf die Enzyme Glutathionreduktase und Thioredo-
xinreduktase konnte in einem in situ-Inhibitionsexperiment bestimmt werden. Dazu 
wurde eine zuvor publizierte Methode, die auf einer UV-Messung im Mikroplattenle-
segerät basiert, verwendet [51, 248, 252]. 
Durchführung 
Das Enzym Thioredoxinreduktase (Sigma Aldrich), isoliert aus der Leber einer Ratte, 
wurde vor der Verwendung mit demineralisiertem Wasser auf eine Konzentration von 
2,5 U/mL verdünnt. Das Enzym Glutathionreduktase (Sigma Aldrich), isoliert aus ei-
ner Hefe, wurde ebenfalls mit demineralisiertem Wasser auf eine Konzentration von 
4 U/mL verdünnt. Die zu testenden Metallkomplexe wurden vor Versuchsdurchfüh-
rung als Stammlösungen frisch in DMF gelöst. Die Stammlösungen dienten an-
schließend zur Herstellung weiterer Lösungen durch Verdünnen mit DMF im Kon-
zentrationsbereich von 0,05 mM bis 25 mM. Diese Lösungen wurden wiederum mit 
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) 1:100 verdünnt, so dass Endkonzentrationen von 0,5 
- 250 µM (DMF-Endkonzentration: 0,05 % v/v) erzielt wurden. Zu je 25 µL einer En-
zymlösung wurden 25 µL dieser Substanzlösungen gegeben. Dafür wurde eine 96-
Lochplatte verwendet, die anschließend unter Schütteln bei 37 °C für 75 Minuten in-
kubiert wurde. Es wurde zusätzlich ein Blindwert, eine Negativkontrolle und eine Po-
sitivkontrolle wie in Tab. 20-11 beschrieben vorbereitet. Für die Negativkontrolle wur-
de nur die Substanzlösung mit der höchsten Testkonzentration verwendet.  
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Blindwert - 50 µL - 
Negativkontrolle - 25 µL 25 µL 
Positivkontrolle 25 µL 25 µL - 
Testsubstanzen 25 µL - 25 µL 
 
Nach der Inkubation wurden in jedes Loch der 96-Lochplatte 225 µL der Reaktions-
mischung und 25 µL einer DTNB-Lösung (Ell an’s Reagenz  siehe 19.2) gegeben. 
Mit Hilfe einer Mehrkanalpipette wurden die Lösungen gut miteinander vermischt und 
sofort bei einer Wellenlänge von 405 nm im Intervall von 10 Sekunden über einen 
Zeitraum von 6 Minuten im Mikroplattenlesegerät vermessen. Die Durchführung des 
Experiments ist zur besseren Übersicht schematisch in Abb. 20-11 dargestellt. 
 
Abb. 20-11: Schema zur Durchführung des in situ-Enzyminhibitionsexperiments 
Material und Methoden 
194 
Auswertung 
Der Test konnte nur ausgewertet werden, wenn die Absorptionswerte des Blindwer-
tes und der Negativkontrolle keine Abweichungen aufwiesen, da andernfalls die 
Testsubstanz mit den verwendeten Reagenzien reagiert hätte (Negativkontrolle). 
Außerdem sollte der Anstieg der 5-Thionitrobenzoesäure-Konzentration über die Zeit 
linear verlaufen (r2 > 0,99). Die Enzymaktivität konnte über die Steigung der aufge-
nommenen Geraden (Absorptionserhöhung pro Sekunde) berechnet werden. Zu-
nächst wurde von allen Absorptionswerten der Blindwert subtrahiert und anschlie-
ßend die Geradensteigung (Absorption gegen Zeit) der Testsubstanz durch die Ge-
radensteigung (Absorption gegen Zeit) der Positivkontrolle dividiert und mit 100 mul-
tipliziert. Mit Hilfe des Programms Origin und einem sigmoidalen Fit (Boltzmann- oder 
Hill-Funktion) konnte aus den errechneten Prozentwerten der IC50-Wert berechnet 
werden, in dem die Prozentwerte gegen die Testkonzentrationen logarithmisch auf-
getragen wurden. Der IC50-Wert ist die Substanzkonzentration, bei der die Enzymak-
tivität um 50 % gehemmt wurde. Dieser Wert wurde als Mittelwert mit Standardab-
weichung von mindestens 2 unabhängigen Experimenten angegeben.  
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